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1. I N T R O D U C C I O N
■ ■ ■ ■ ■ ■ uaaam nM suaaa
I  • INTRODUCCION
attsaBsssassssasaaessa
A .- JUSTIFICACION DEL TEMA
Dead# que en 1883 B urriU  (20) eu niinoie y Wekker (137) en Ameterdem  
dejaron bien sentado que laa bacteria@ podlan cauear enlermedadea en 
plantas, ae ha venido eetudiando inceaantemente el papel de eatoa m icr£ 
organiamos en las enfermedadea vegetalea, intentando con ello Igualar 
en conocimientoa a cuanto ea aabido acerca de Citoinfeccionea por hoogoa, 
problema este que lue aceptado 200 afloa antes de que se admitieae la 
exiatencia de bacteria# Ütopatogenaa y que ha evolucionado con notable 
rapides.
La prim era condici&t para que ae inicie un proceao infect!vo en el vegg 
t&l, es que ae produaca e l encuentro del agente patogeno c<m au poaible 
hueaped. Tranacurrido este momento ae inicia un période de incuba # 
cion durante el cual e l parasite intenta p ro liférar y avanmar a travée de
.../
io8 tejidos vegetalea; para que este oeurra es precieo que el mierjg 
organiamo aea capas de aobrevivir utUisaudo loa medioa que e l 
auatrato vegetal le proporcione, lo que entralla una aerie de procj| 
aoa bioquimicoa y Baiologicoa que coaducen a muy notables alter^  
clones xnorlolégicaa, responaablea de leaionea perlectamente v i^  
blea que perm iten diagnoaticar la enfermedad.
No en todoa loa caaos en que hay un contacto entre hueaped y par£ 
alto puede hablarse de enlermedad vegetal, ya que para eUo ban 
de coiacidir una aerie de (actorea tanto por parte del hueaped como 
del microorgaaiamo litopatogeno.
De lo que no hay dada ea de que la  preaeneia de nutrientea para el 
patogeno ea condleién esenclal para au evoluei&i y que eatoa nutrleg 
tes han de eatar representadoa en loa tejidoa de la  planta atacada. 
Ahora bien, la com poaiclw de loa tejidoa vegetalea no ea delinida 
y eatatlca por depender de muy diversas circunatanciaa, entre las 
que hemos de reaaltar la  ferUUdad del auelo en el que la planta ae 
localisa, Luego, en deânitiva podemoa adm itir una interaccion, 
con m ultiples dependenciaa, entre la  fertilidad  de aueloa, la  nuti[^  
cion vegetal y e l establecimlento de paraaitoa en sus respect!vos 
hueapodes.
En el présente trabajo ae estudia la  influencia de la nutricion vegetal 
a travea de diatintoa aditivoa inorganicoa, en el reaultado de la  lucha 
planta/bacteria.
.../
B .< mJTRICION VEGETAL
£1 crecim iento y deaarroUo de ona planta y mas eepeeâlcam ^e  
la  diferenciaclon de sus células y la evoluei&i de sue proceees % 
siologlcoa y eaergéticos, estan vinculadaa a la# diepoaibilidade# 
para su nutricion.
Durante algun tiempo se otorgo a la  m ateria organica P a te n te  en 
el iuelo y a la fabricada por la misma planta, como eonsecuencia 
de la fotos&tesis, e l papel principal, y casi unico, dentro de la  nj| 
tricion vegetal. Pero pronto bubo que adm itir la necesidad de una 
nutricion inorgénica basada en la absorcion de los elementos asiixy. 
labiés, que la planta ha de tomar de su propio habitat. Base guida 
vino la  distincion entre elementos esenciales, semiesencialee y no 
esenciales, asf cmno de macronutrientes y m icronutrientes.
Una consideracion fundamental, de aceptacion unénime se re fiere  
al caracter de cooperacion de todos los factors# de desarrollo, de 
forma que uno solo de ellos no es suflciente para aclarar los misl;g 
rios del métabolisme. Por otra parte, la accion especûica de un 
nutrients, de acuerdo con su funcion, es diferente. A l establecerse 
la ley del m&imo de diebig, quedo marcada la  interrelacién de fac­
tors# nutritives y se introdujo el concepto de factor lim itante, aun- 
que cwno ta l factor lim itante, en e l métabolisme vegetal, no actua 
un elemento aislado» sine que se entrecrusa la acciw  de varies de 
ellos, jmdiendo ocasionar interacciones posiUras o negativas.
.../
La justiileaci& i de RueaeU (106) y la# grafieae que prepone para 
in terpreter e l papel de loa diatintoa elementos en la  nutricion ve­
getal, ccmatituyen un gran apoyo para la  comprenaion de loa prin ­
cipale# fund&mentos de la# teor&e nutriUvaa.
Nueatro e studio sobre nutricion vegetal hemos decidido contrario  
en très elementos esenciales para el desarrollo de la planta, que 
ademas pueden ejercer una funcién general bastante sim ilar entre 
su Nos relerim os concretamente a K , Ca y Mg.
F :ra  eetablecer contacto con ellos vamos a exponer brevemei^e su 
efecto mas marcado en la  nutricion vegetal.
a. Relerencia sobre potaslo.
Ya en e l afto 1929, Bartholomew y Janssen (7) reconocieron 
el gran interes del potasio en e l desarrollo de las plantas, e 
incluse Uegaron a clasificar diferentes tipos de cosechas de 
acuerdo a sus requerimientos en este elemento. Se sabe que 
siempre actua ea lonna de ion, tiene una gran movilidad dentro 
del tejido vegetal y es el mas importante de todos loa iones que 
intervienen en la hidratacion de proteinas; en este ultim o aspe£ 
to podemos sefialar que los sàstomas que acusan la deficiencia 
de potasio estan siempre en relacién con e l metabolismo del agua 
en la  planta, por otra parte, su accion reguladora en los fenmn^
.../
nos osmoticoa contribuye a mantaner a l turgor de la  eélula vegf 
ta l evitando marchitamientoa y necroale.
Hay que aeAalar tambien la  ixnportancia del potasio en la  
dad cambial y m eristem atica, segun ha pimtualimado Paneton (97) 
en sus trabajos con tallo  de tomate. RusseU (106) por su parte, 
Indlca la probable intervencion del potasio en la  fotos&tesis, al 
ebservar que una proicmgada deliciencia de este elemento puede 
condttcir a una perdida de actividad en los cloroplastos, lo que 
supone una alteracién en e l ritm o de lotos&tesis, acompafiada 
de incremento respiratorio y, por tanto, perdida en el contenido 
de carbohidratos. Despues de los trabajos de Janssen and 
Bartholomew (59) se han BJado unos nivales intermedios de pq 
tasio que favorecen la fotosfntesis y disminuyen adecuadamente 
la respiraci& i.
Otra accion importante de este elemento ha sido sefialada por 
Webster (144) ccsmo eonsecuencia de sus e studios con m icros£ 
mas de guisante, y se refiere a su intervencion en el metaboUf 
mo ét proteinas, que es igualmente fàvorecido por la preseacia 
del fosforo.
En alguna de sus funciones, el potasio puede ser reemplasado 
por el sodio# si bien ambos se muestran antagonistas en dete£ 
minados procesos de activacion ensim atica. P ersall and Hamby
.../
demuestran on claro antagcmismo entra petaaio y calcio sobre 
algunas eneimas y de manera moy deônida sobre la  plastlcidad 
de la pared celular.
b. R e le r^ e ia  sobre caleio.
Otro de los elem ents que consideramost e l ealcio, tambien 
tiene funciones en cuanto ion lib re en la  célula vegetal, pero a 
diferencia del potasio, es isznovU en la planta y puede pre sen- 
tarse a su ves en forma organica como compooente celular, 
siendo de gran importancia su funcién en la estabilidad de la  
pectina en la  lamina media de la pared celu lar. Heilbrunn (49) 
demostro e l efecto dsl calcio sobre la fosforilasa y su interveg 
cion en el transporte ionico a traves de membranes. Despues 
de sus e studios con plantas de algodon Joham (60) aclaré la  % 
tervenci&i del calcio en la fonnacion de compuestos carbona­
dos a s f como en el transporte de dichos compuestos en la planta.
Donde la mision del caleio a d h e re  gran interés es en el creqj 
miento y desarrollo e structural, como eonsecuencia de su accion 
sobre la organisaciom de la  crcnnatina y del uso m itotico, lo que 
hace que su deBciencia Uegue a producir m itosis anormales o 
incluse a Im pedir las normales. A Staffensen (121) me debe el 
e studio que relaciona las anormalidades cromosomicas con la 
ccmcentracion de calcio, y por su parte K irby (69) demostro la  
capacidad del DMA para form er complejos con iones divalentes
•.. /
clones que se producen en plantes que crecen con de&clen- 
cia en este tipo de iones.
Tambien inûuye el calcio en la hidratacion de proteinas y 
puesto que de ello depends el turgor de la célula y la  a c ti^  
dad eneim atiea, su intervencion puede extenderse a todas las 
reacciones lisiologicas.
La relacion C a/K  decide amplios aspectos del desarrollo veg£ 
ta l. Cuando su valor es alto se ohservan hojas anchas, con 
nerviaciones muy marcadas y entrenudos cortos. Segun 
P earsall and Hamby (96) una alta concentracion de calcio aumeg 
ta e l numéro de células en mayor proporcion que el potasio, 
si bien es clerto que al potasio se debe la mayor plastlcidad 
de la pared celular.
c. Relerencia sobre magnesio.
A SX como los sintomas de deüciencia de calcio aparecen sle%  
pre en los organes jovenes, la deliciencia en magnesio es 
ca de organes mas viejos y se m anifiesta en form a de clorosis 
que aparecen en areas donde el tejido pierde su facultad asin^ 
lativa.
E l Mg como components de la célula vegetal aparece en un 50% 
en forma de ion lib re . Una de sus importantes funciones es 
cimio activador de enximas especialmente en la  fotofosforilaci&x
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y sfntesia proteica y tambien como component# de pectina y %  
les de Ütina. Ea un elemento muy m ovil en la planta, que in» 
terviene en loa procesos de diviaién celular, de modo analogo 
al calcio segun indice Stefifensen (120),
Su iadiscutible papel en la fotoe&teei# se debe a que caal un 15% 
del total de Mg Bgura como componente de clorW Has, y en eon­
secuencia el printer smtorna de su deBclencia es la  clorosis que 
aparece en las hojao mas viejas y tiens su origen en Is destrucci&x 
de cloroüla,
Hemos de tener en cuenta que el metabolismo normal del vegetal 
solo es poeible con la cooperacion de todos los lactores de 
desarrollo y que la consideracién de un factor aislado puede prej> 
ta r una ayuda parcial, pero siempre insuAciente para el conoci- 
miento del proceso de nutricion vegetal.
La armonfa y coordinacion entre todos los factors s nutritivos 
estan regidas por determinados genes que son, en définit!va, los 
impulsores de los distintos procesos que integran el metabolismo 
de la  planta.
Con el An de que nue stras experieucias el campo marcado 
Asfagan las eadgencias nutriAvas del m aterial utilimado, hemos 
recurrido a la solucion recomendada por Hoagland y Amcm (52) 
que conüene equilibrados todos los factores precisos en la nutq| 
cion vegetal.
c. LA PLANTA COMO HABITAT DE 
BACTERIAS gITOFATOGENAS.
La c<m6ideraclon que eu el preeeute e studio se concede a l vegetal, 
es en cuanto puede llegar a consAtuir un habitat adecuado para ba£ 
terias de accion Ütopatogena, por ello  hemos creido oportuno prejg 
ta r la atenciâa debida a los componentes principales de la célula yg 
getal, como son las sustancias reductoras, componentes pécAcos, 
aminoacidos, proteinas, etc, e tc ,, ya que su presencia puede re%  
cionarse con e l desarrollo del parasite, como lo JusAÛca el hecho 
de la acumulacion de ciertos productos en e l punto de infecclon (18) 
Perombelan and Lowel (98) suponen que la virulencia de un microojL 
ganismo no es noce s ariamente una cualidad Intrfnseca, sino una c<% 
secuencia de la posibilidad de desarroUarse en un lugar determinado.
D. ENFERMEDADES PARENQUIMATOSAS 
OBSERVADAS EN PLANTAS Y SUS 
CARACTERISTICAS._________________
La utUieacion de los componentes celulares y las alteracicmes que eg^  
perimentan por acci&a microbiana, eonducen a la aparicién de una 
serie de lesiones y s&tomas externes en e l vegetal, que desde Aempos 
muy lejanos se han aceptado para idenAAcar los dilerentes Apos de 
enfermedades. De todos eetos Apos de enfermedadea hemos decidido 
considérer las que afectan fundamentalmente al tejido parenquimatoso 
y cursan con ablandamiento, pérdida de rigides y deeintegracion de 
los tejidos vegetales, siendo conocidas con el nombre de podredumbres.
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£1 proceso fundamental que decide la  aparicion de podredumbres 
se localisa a nivei de la membrane celular, por eUe creemos opO£ 
tuno concéder una breve atencién a la  constitucion de esta pared.
Preston (100) y Rogers and Perkins (103), entre otros, se han de% 
cado a estudiar la estructura de la pared en la célula vegetal, pero 
su diversidad ee tan grande que diAcilm ente puede establecerse un 
tipo unico. Ya en 1893 Mangin (78) recu rrlé  al rojo de nAenio para 
observar al microscopic ordinario la estructura de la pared, y 
poste riorm ente se desarroUaron nue vas téenicas por Wood (152), 
Albersheim  (4), Codner (25), etc. hasta llegar a los modernos mél^ 
dos de Sterling (122) basados en la difraccion.
De acuerdo con Wood (150) cabe distinguir en la pared de la célula 
vegetal la Uamada lamina media, que Aene su origen en la division 
mitoAca de la  célula: la plaça qqe aparece en la telefase para sepjg 
ra r las nuevas células formadas, se transform ara en lémina media 
una ver cmicluida la division celu lar. A l in ic iar la  nue va célula su 
desarrollo va a sinteAsar una nue va capa bajo dicha lamina media, 
a la que se da e l nombre de pared p rim aria. A continuaciw, y d ej 
pues de concltdr e l crecim iento celu lar, se inicia la  formacion de 
otra segunda caps, que se depositaré sobre la  prim era, pasando a 
form er la Uamada pared secundaria.
En cuanto a la  composicion quimica de todas estas estructuras, cor 
viens resaltar que la lamina media esta constltuida casi en su tota^  
dad por sustancias de naturals sa pécAca, originadas por pdim eriSR
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cion de acido D*galacturonico con uniones *1 .4 . Unidaa a las 
cadenas peeticas aparecen proteinas, amncares ^ 1  Apo de araM * 
nosa y galactosa, ademas de ciertos caAones poll valent# a como Ca 
y Mg qw  lorman puentes i&Acos entre los gmpos carboxilo.
La pared prim aria conAene m aterial pecAco y celulésico, cons% 
tuido en su mayorfa por hemicelulosas, asf como por xilanos, gg 
lactanos, arabinogalactanos, etc. etc.
Y reepecto a la pared secundaria, esta formada casi exclusivameR 
te por celulosa, quo alcanna desde un 5% en las Abras de algodon 
hasta un 12% en las plantas verdes. Tambien es components impqg 
tante la lignina, m aterial diAcilmente degradable, cuya unidad basj[ 
ca estructural es un lenilpropanoide.
Pues bien, en las enfermedades parenquimatosas a que nos vamos 
a re fe rir, el microorganiemo patogeno ha de degradar la pared de 
la  célula vegetal para penetrar en e l in terior de esta célula, donde 
uAlisa e l m aterial que précisa para su desarrollo y mulAplicacion 
y seguidamente signe atacando células adyacentes y avanmando a trg  
vés del tejido, que en cmisecueneia pierde su rigides, se hace blsR 
do y desaparece como elemento organisado, dando lugar a la apa^  
ciàa de lesiones extemas que anuncian la enlermedad y a la larga 
la mue rte de la planta.
E . -  BACTERIAS CAUSANTES DE PODREDUMBRES 
ABLANDAMIENTOS EN TEJIDOS VEGETALES 
ERWINIA CAROTOVORA.____________________
Se compremde pot lo exptiesto» la impoftancia de la  pared celular
en la propagaeion de eniermedades Wanda# y podredumbre# que#
cmno vemoa# eadgen #u degradaelon. For elle# lo# patogenos c&
pate# de ecaaionar eete tipo de enlermedadea ban de diapaner de
algua mecaniemo que le# perm it# destruir dlcha pared. Si tenemo#
en cuenta que lo# principale# comp^xiente# de la  pared «on pectina#
y celulosa # e« logico que la# arma a de ataque del patogeno ee&n ej|
aima# pectolAica# y celulolftica#.
For e#ta# raaone# otro de lo# aapecto# a considerar en el present# 
trabajo e# el que ## reBere a lo# microorganiamos que cauean po* 
dredumbret# con «special atenciosi a #u# requerimiento# nutritivo# 
y a #u capacldad de c&tesi# enaimatlca# que son en delinitiva lo# 
factor## en lo# que reside #u potential patog6ilco.
De todo# lo# agentes que cauean podredumbre# nuestro inter#s #e ceg 
tra  concretamento en el grupo bacteriano# y deniro de el# en aquella# 
bacteria# que #e ban incluido en e l gm&ero Erw inia.
Este g&oero ba ei do uno de lo# ma# dlKcile# de encuadrar dentro de 
una taxonomia de aceptacl&i general y las especies que en e l se in • 
cluyen ban sufrido igualmente la# diBcoltade# de una cl&ra clasific^ 
cion.
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A fin  de éviter centeftioae# en nuestre expoelcion# creemos cog 
veniente dedicer un comenterio a laa earacteriaticas atribuidaa 
al g&ero Erwinia# con especial dedication a la especie E« carji 
tovora.
En 1917 Winslow ( ) admitia en el ginero Erw inia e bac%
rias que tenfan como unica caracterletiea ser responsables de 
podredumbre# vegetele## lo que no vino a traer ninguna claridad  
al problems# dads U  gran variedad de bacteria# que pueden pro- 
dttcir este Bpo de lesicmes en la * plantes. Lo# bacteriologo# am ^ 
ricanes# basandose en la gran eemejansa de este grupo de bacy% 
rias Btopatogena# respecte a la# incluidae en la fam ilia Enter£ 
bacteriaceae la# incluyeron en la 6» edicion del Bergey* # Manual 
de 1948# dentro d# este misma fam ilia# e# decir# como entero - 
bacteria#.
Waldee (139)# apoyado per otro# autores# propone Uamar Erw inia 
a especies no pectolftica# y crear el genero Pectobacterium# para 
aquella# que asf lo sean# con lo que no# encontramo# con la espjg 
cie Pectobacterium carotovorum en sustituci^  de Erm inia carol^ 
vora.
Komagate et A l (71) eeftalan que adema# de la# especies Jjf» 
carotovora y E . amylovora# debe adm itirse una nueva con e l
nombre de E . berbicola y Dye (33) sugiere am pliar e l grupo para 
inclu ir £ . atiplca.
uo ios criterios que nan icto eucecuendoee# todoe tienen una oase 
aceptabie pero niaguno ha Uegado a imponerae sobre los demas 
y hoy sigue hablaadoae de Erw inia carotovora# como nomencial^ 
ra de mayor deüniciâci# incluyendo esta especie dentro de la lan^  
lia  Enterbbacteriae perteneciente a su ves a l orden Eubacteria les.
UlBxnamente se ha querido aplicar nuevos criterios en la  taxonomia 
bacteriana, no solo ya por e l grado de comunidad antigenica (76) 
sino tambien por especiBcidad de lagos e incluso por e l calcule 
de % G. C. y el % de recombin&cion en cruces sucesivos (16).
Respecte al % OC se ha Uegado a cm&ocer su valor para la m ayoria 
de enterobacteriaceas (117) y asf se sabe que a E . amylovora 
corresponde un 53* 9% OC# E . carotovora tiens 52' 1 % OC y E .
herbicola presents 55% GC# quedando estas especies# por lo tanto# 
claramente delim itadas.
For ser £ . carotovora la bacteria que vamos a utilimar para Uevar 
a cabo nuestro e studio, hacemos su presentacion en la lotogralia  
siguiente obtenida en e l microscopio electronico. Se trata  de un 
cocobacilo de 1# 2 a 3 de Im&gitud# gram negativo# con Ûagelos 
peritricos que suele encontrarse aislado o lormando pequedas c§ 
dense# es anaerobic facultativo# form a cWonias redondas y blan- 
quecinas en plaças de agar ccnnun# crece entre 4^ y 38%# aunque 
su optimo esta a 25% .
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Asinüla gran numéro de hidratoe de carbono, reduce los nitratos» 
licua la  gelatiaa# produce coagulacion acida en la  leche, asim ila 
citratoe como unica fuente de carlxmo, no produce forma
indolf tampoco amonio a p artir de urea y da negativa la reacciâa 
de Voges-Proeîtauer,
F . WITRÜCION mORGAWCA BACTIRIAHA
Cômo datoe de interes# que nos conviens resaltar en Erw inia car^
tovora Bguran su nutricion inorganlca y la slntesis de enximas peg
tolAicas.
Sin duda se debe a Pasteur la prim era d«nostracion acerca de la 
indiscuBble importancla de las sustancias inorganicas sobre el erg  
cimiento y desarrolio de microorganismos. Tambien se conoce el 
control genetico que decide la selecci&s y absorci&i de los elemen- 
tos que necesita cada microorganismo y que pueden Uegar a c ^ s || 
tu ir ima caracterfstica dUereneial entre especies. Las exigencias 
son tan individuales que résulta d iB cil Uegar a establecer con cara^ 
te r general una division entre elementos esenciales y no esencisles 
para los microorganiamos.
Con el Un de concretar para un m icroor ganismo detemünado si un 
elemento es o no esenciaî para su desarrolio, A mon (5) ha proptteji 
to considerar los siguiente s postul ados:
1. E l m icroor ganismo exige para compléter su ciclo v ita l, 
del elemento en cuestion.
2. La accion del elemento sobre e l microorganismo,»
espec&ica, tin  que pueda reemplamar## pot otro.
3. E l efacto «jercido pot el elemento eobre el m icroorg^ 
nismo ha de aer directe.
Coneiderando eolamente los 1res elementos K, Ca y Mg que vamos 
a estudiar en el pre sente trabajo, vamos a hacer una revisi& i muy 
breve de su importancla en la nutriclân de los microorganiamos.
Se gun Rubeustein et a l. (105) la zn lyor parte de los microorganiamos 
requieren la presencia de potaslo, aunque son frecuentes los casos 
de interacciones ionieas en las que este elemento puede ser parcia^ 
mente sustituido por Ne o Rb (74). Se conoce su iaatervencion en el 
metaboUsmo de nidratos de carbono (24), tambien interviene segun 
Evans & Sorger (38) como acUvador de algunos grupos de ensimas y 
asimismo juega un papel central en la osmorregulacion bacteriana (37) 
y en el sosterdmiento de la estructura ribosomica.
En cuanto al calcio, se ha seüalado como esenciaî para algunas ba<g 
terias, entre Las que figura el Asotobacter, que lo précisa para la Bjg 
ci& i de nitrogeno. Interviene tambien en los fen&nenos de fosfori%  
ci6 i y transporte a través de membrane, en la  sâitesis de proteasas 
( 10?) sobre ensimas pecticas, etc. etc.
Los requerimientos en magnesio por los microorganiamos alcansan 
grades m^s elevados que en el caso del calcio, babiendose demostrado
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en varias ocasiones una interaccion muy concrete entre ambes 
elementos, de forma especial cabe seSalar los estudios de 
Provasoll (101) utilisando una amplia variaci^n de m icroorganiji 
mos y modificando la relaclon Ca/M g entre los valores 24:1 
y 1:24.
Segun Webb (172) para muchas bacteria#, e l magnesio es necf^  
carie para el proceso de division, tam bien interviene en los pr£ 
ceeos de fosforil^cion y con frecuencia participa en la  union 
tre  austrato, ensiir a y coensima (107) en sus estudios con 
Stapbylococus pyogenes sellala la decisiva inÛuencia que sobre 
e l crecim&ento de este bacteria ejerce la interaccion C a/M g.
En el caso de la bacteria de que nos vamos a ociqpmr, Erw inia 
carotovora, utilisarem os uaa sal de las que sefialan Hoagland 
y Arnon (52) de cada uno de los elementos K, Ca y Mg, para 
estudi^r en cada caso la intervencion concrete alsladamente 
ejerce cada uno de silos en el metabolismo bacteriano.
G. m  m zm A $  m c to L m c A s
Dentro de este metabolismo, consideramos, por su gran tr%  
cendencia, e l aspecto que se reBere a la s&tesis de pectin&sas 
por E . carotovora. La transcendencia a que nos referim os se 
reXacionn con la n&turalesa ensimatiea de la maceracion y de^
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tru c c i^  de tejidos vegeUles, eegw lue sugerido por Jones en 1909 
(64). Posteriormente ha sido demostrado, a l puriBcar las ensimas 
de la maceracion, su identlBcacioa con endopologalacturonasas y 
endolasas que rompen las sustancias pecticas por la  union -1 ,4 .
A estas eonelusiones han Uegado distintos investigadorea, entre 
los que merece destacarse. Demain y Phalf (30), Dean y Wood (29), 
Bateman (9 ), Byrds y Fielding (21), etc. etc.
Dentro del grupo de las pectinasas cabe distinguir una serie de 
ensimas cuya accion sobre el sustrato pecBco es muy especfiice.
A grandes rasgos, las principales enaimas de este grupo son:
- PoUgalacturonasa (PO) que utilisa como sustrato el acido pec%
CO al que hidroUsa por sue uniones -1 ,4  dando lugar a la a%  
ric i6 & de acidos rjponicos, con distlnto grado de polim erisacion.
PecBfim etilesterasa (PE) quo hidrolisa los esterss metiUcos 
de la pectina formando acido pectico y metanol.
Polim etilgalaeturonara (FMG) que aetua sohre pectina rompiendo 
sus enlaces 1 ,4 , c<m lo que acorta las cadenas pecticas y hace 
aparccer nuevas propiedades por perdida de viscosidad.
PoUgalacturonato trauselim lnasa (FA TE ) y pectintranselim inasa 
(PTE) enaimas descrita*; por Albensheim (2) y purilicadas por Starr 
y Moran (118).
E l sustrato para PATE es el acido pectico y produce hidrolisis con
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transeliznixiacim , originaado compuestos desaturados ccm 
abaorcimi maxima a 230 m .
La anaima PTE utilisa como «uatrato pectina, que dégrada por 
un mecaniemo analogo a PATE y produce compueeto# de#atur& 
doe con absorcimi m fidm a a 235 m .
-  Oiigogalecturonieo trane-eUm iaaaa, actua eobre acido# % 
galactur&iicoe aaturadoe e ineaturadoe y lo t dégrada h a t- 
ta acido D -moncgalacturonico y deoxiceturmiico.
La inBuencia do enaimaa pectolikcaa eobre la  W ecciw  bacterig, 
na del tejido vegetal ha merecido gran atencion por parte de 
numeroaos fitopatologoe, baeta rocordar a autoree como Smith 
(%@$), Baternaa y M ilia r (11), Knoüel y Lange (70) y otro#.
Puede aceptaree, por tante, que las enaimaa p^cticaa, produq| 
da# por el patogeno, guar dm relaclon con la apariclon de lo t 
e6 tema# que caracteriean la enfermedad vegetal y que todo# lo# 
factor#a que pueden intervenir en la inducclon y repreei& i de 
estai) ensimas afectan, por conaiguionte, a la  gravedad de la# 
leeiones que aparecen en los org&noa végétales.
H.
Recordando que el hue aped constttuye el habitat del m icroor gjgk 
niamo patogeno, su# constituyentee han de in flu ir en el desarrolio
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eo&«titayeiite8 varian, entra Wra# cauaae, per la« condiciimea 
de fertUidad de la mena en que la planta se desarrelia, bemos de 
adm itir la  inÛuencia del suele en la prepagacion de la enlermedad 
vegetal. Per e lle , el tema que nos hetnos propuesto en el pre -  
sente e studio, pretende relaclonar la nutriciâs vegetal con la resig  
tencia de la planta a la inleccion bacteriana.
Se ha elegidc entre los végétais s ensayados, la Judla (Phaseolus 
vulgaris L .) que dispone de los lactorea nutritivos que incluye Hogland
(5 2  ) en su conocida solucimi. Estes iactores se modlûcan resps£ 
to a su contenido en NO3K , y (SO^)Mg, manteniendo sieqg
pre si earacter equilibrado de la  soluci&%.
EstiuHr^orj, por del vegetal, lam modiûcaciones quànicas
que experimentan los tejldos de la planta y seguidamente vemos las 
modiûcaciones en la susceptibilidad de Judia, Arente a £ . carWovora, 
condieionadas por los ^ferentes regimenes nutritive# de la planta.
Con elle pretendemos Uegar a un control de la prepagacion de en* 
ferm e dada 3 végétales mediants la alteracion cwveoiente de la nutq|, 
ci& i (k l hue sped y consigulentemente de su Ûsiolog&, lo que viens 
a ju£tificrir el tAulo dsdo al estudio que présentâmes a continuaclw.
n . M ATEKIAl. T METODOS
a u a n n m n m n a n n a ..
U .  MATERIAL Y METODOS
a asaaaattsassssasaaasaasaassaa
A .. KUCROORGANISMQ PATOGENO
1. Procedencia y conservaci&i.
Como ya homos indicado, para la roaliiacion do este trabajo, h£ 
mos escogido como microorganismo patogeno a la enterobacteria 
Erw inia carotovora. Se ha empleado la estirpe 312, procedeg 
te de la Coleccion Nacional de Bacteria s Fitopatogenas de 
Harpenden (Xnglaterra), que conservamos a 49C en agar extra£ 
to de Judia. Este medio de mantenimiento se obtiens de la forma 
siguiente:
Una cantidad conocida de Judia verde se tritu ra  y se homogeinisa 
con agua destilada en la proporcion de 2 litros por kilogramo de 
judia. Seguidamente se filtra  y el liquido résultants se e stérilisa  
durante 20 minutes a 1200C en autoclave, para despues incorpora^ 
lo a l 2% en agar comun. E l pH de este medio debe estar compre^
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# " V
Las fiiembras se efectuan «emanalmenle y en todos los ensayos 
usâmes cultives Jovenes de 24 her as.
La virulencia de esta bacteria se exalta mediante pases p arie^  
ces a traves de la planta huesped Phaseolus vulgaris» L .
La puresa del oultivo se ccmtrola por observaciw  minuciosa de 
la  morlologfa de sua colonias en siembra sobre plaças en agar 
comAa, y por la  ejecucion de tinciones de Gram que se examinan 
directamente al microscopio optico.
2. Medio 8 de cultive.
E l medio de cultive en el que hemos encontrado un m ejor creqi 
miento de la citada bacteria es el indicado por Smith (109).
Su composicion es la siguiente:
Soi. A
Pectina ......................................  5 ,0  g.
Glucosa ........................... .. 0 ,5  g.
Agua ...........................................  500 m l.
Soi. B
Triiitoaa 5 ,0  g.
<NH4)zHP04 2,0  g.
Extracto de levadura ............... .. 2,5  g.
.../
L-asparagine ........................... 1,0 g.
Na2HP04 .................. 0,05 g.
K2HPO4............. ...........................  0,05 g.
Agua............................................. .. 2.000 m l.
La aaparagiua se disueive sparte y se aftade a los otros compg 
nentes, disueltos prevlamente en 1.500 m l. de agua. Se ajus­
ta el pH a 7 ,0  y se lleva el volwnen hasta 2.000 m l.
Las solueiones se esterilisan por separado y una ves frias  se mejg 
clan en la  proporcion de 25 m l. A/lOO m l. Bt quedando asf dis - 
puestas para su uso.
E l mismo medio que queda descrito es el uBlisado para conocer la 
inÛuencia que sobre la bacteria £ . carotovora pueden ejercer dis­
tintos cationes a los que se atribuyen acciones muy concretas en 
la  patogenesis bacteriana. En nuestro e studio estos cationes son 
K *. y M g** .
A l medio que preparamos para este tipo de ensayoe se le incorpora, 
prevlamente esterilisado, una soluci&i de una de las siguientes sa­
les: NO3K, (N03 )2Ca 4H2O y S04Mg 7H2O. Esta incorporacion 
se practice de forma que cada uno de los compuestos indlcados 
cance, en el medio de cultivo, una serie de concentraciones que 
correspondan a 0 ,5; 0,75; 1,5; 3,0; 4 ,0 ; 5 ,0  y 6,0%.
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Hemos de hacer notar que en el caso de (N03 )2Ca eu concentrj^  
don en el medio esta condiclonada por la  presencia del reste de 
los componentes, como consecuencia de las reacciw es de precip^ 
tacion que con alguno de ellos se originan» For esta rason en las 
experiencias que practlcamos con (N O jj^C a, su maxima concentra 
don tan solo alcansa al 2,
3. Condiciones de incuhaci&i.
£1 cultivo de £ • carotovora se efectua distrihuyendo cualqulera 
de estos medio# en matraces Erlenm eyer de 100 m l. que Uevan 
adosado un tubo calihrado para seguir la curva de crecimiento bajg 
teriano en un Spectronic 20, Bausch and Lomb a 600|n>/«
Como inocule se emplea un cultivo de 24 horas sobre agar comtüm 
o agar extracto de judia, segun los casos y la incubacion tiens %  
gar a 25OC en un agitador Gallenkamps, regulado para obtener 100 
sacudidas por minute.
£1 période de incubacion varfa de acuerdo a las exigencias de cada 
experimento.
Ademas seguir la  producciw celular se emplea cada uno de los 
cultives para determ inar en eUos la  capacidad de s&tesis ensim(%  
ca de la bacteria. Estos ensayoe se refieren a PG, PATE y PTE 
y se practican en los ifquidos metabolicos que resultan de centrl%  
gar el medio de cultivo a 3.000 r .p .m . durante 15 minutes.
. • » /
4. Representaci&i de crecim iento.
De cada uno de los medios en los que se cultiva Erw inia corotovora 
se obtiens la correspondiente curva de crecim iento que se trama %  
mando las leeturas, en % de transm ision, a 600 de las suce-
sivas iases de desarrolio de la bacteria. Se emplea un Spectronic 
20, Bausch and Lomb, al que se Uevan los cultives con la periodic^ 
dad que cada ensayo exige. E l tubo calibrado, que va adosado al 
Erlenmeyen, donde se cultiva la  bacteria, fac ilita  la  lecture, sin 
perdida de m aterial, gar&ntimando la ausencia de contaminaciones.
5. M icroscopia.
La observacion morfologica de la bacteria se efectua ta%^ en micrqg 
copie de lus como en electronico.
En el prim er caso se emplea un aparato Leita-W etm lar, y e l ele£ 
trw ico  corresponde a la firm a Siemens, Elmiskop, I.a . y perteng 
ce al Servicio de Mlcroscofda electronica del Patronato "Santiago 
Ramon y Cajal" d e lC .S .C .C .
Los cultives en todas sus fases van siendo observados periodicamej^ 
te mediante Uncitmes simples y de Qram , para comprobar su pureaa 
y morfologfa y solo en aquello# casos en que se aprecian cambios de 
interes se someten las muestras correspondiente s al microscopio 
electr&üco. Estos casos son los que figuran en e l siguiente cuadro, 
en el que se incluye un testigo que corresponde a Erw inia carotovora 
desarroUada en el medio normal de Smith.
.../
muestra % NO)K %SO^Mg
1 3 % - -
2 4 % #
3 4,6% •
4 - 0.75%
5 - 1,25%
6 # 1.5 % -
7 3%
8 7 %
9 - 1 0 %
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Las muestras sometidas a observacion electrcmica se preparan 
mediante dos tecnicas dilerentes, como son Ünciâa negativa y 
#<mibreado, que detallamos a cwitinuacion:
La Bncion negativa requiere una rejiU a cufoierta por una pelfcula 
muy Baa lormada por carb6n vaporimado. Sobre alla se coloca la  
suspension acuosa de la bacteria y seguidamente la  misma cantidad 
(10) de acido loslottnigstico al 2% y pH 7, segun reeomiendan H all 
et al (47) y Watson (141), con lo que la  concentracion Bnal del 
ibsfotungstico se reduce a 1%, que es la  que seflalan Brenner y Home 
(16) como mas c<mveniente. Transcurridos cinco minutes se sépara 
el exceso de liquide mediante una m icropipeta, dejando secar la  
preparacion, antes de ser observada al microscopio e lectr& ico .
La tecnica en s f résulte muy delicada por las alteraciones que el 
acido tungsUco puede ocasionar en las estrueturas bacterianas y con 
el Un de éviter cualquier alteracion, hemos procedido a B jar previji 
mente las bactéries mediante una soluciâa de formaldehido a l 2%, 
siguiendo las indicaciones de Gibbs et a l (43).
Para la tecnica de sombreado se han se guide las normes de W illiam s 
y WickoB (148), basandcmos en e l poder de dispersiw  de los electrjg 
nés (23). Se emplea un hilo Bnisimo formado por una aleaciw  de 
oro y paladio, que se coloca en forma de V , sobre un Ûlaxnento de 
W olfranio por el que se hace pasar una corriente, en condiciones 
de alto vacio (5 x 10*^) haste que se haga incandescente. En estas 
coadici<mes se desprenden pequeftas partfculas de la  alsacien, que
se heeen c&er, en forma de Unvis, soore la preparacion ccm la  
bacteria ^ e  va dispnesta en una plataforma g iratoria. E l giro  
que se im prim e decide el angulo de sombreado que presents la  
preparaci&i.
6. S&tesis y valoraciw  de poligalacturonasa (PO ).
Se han utiliaado dos tecnicas dilerentes para su valoracion. Una 
de allas se debe a Dingle et a l (32) y se practica en plaças P étri 
sobre una lamina de 4 mm. de pectato sodico en la  que se perforan 
una serie de pocillos dwde se alcjan las muestras a valorar. Trang 
curridas 18 horas a 37CC la actividad PO se pcms de m aniliesto por 
la  ap aric i&  de halos, despues de revelar ccm C IH , 5 N .
La otra tecnica se basa en la determinaciân iodwnetrica de grupos 
reductores, que se efectua por el metodo de W iUs^tter-Schudel, 
modiûcado por Janssen y Mac Donnell (57). La meacla de reaccidn 
contiens 0,75% de pectato sodico; 5%, en volumen, de la muestra 
a analiaar; 0, 2% de FNa y tamp&i T ris -C IH  a pH 9,3 hasta alcag 
aar un volumen final de 20 m l. Despues de incuber durante 5 horas 
en B. M . a 30 * 320 se tome una muestra de la meacla de incubaciw  
y se Ueim sobre CO^Na^ 1M para detener la  actividad ensimatiea 
y procéder seguidamente a valorar los grupos reductores.
La actividad PG se ea^resa en mg. de acido mcmogalacturonico por 
m l. del ifquido prcM:edeote del cultivo bacteriano»
7. S&teBis y valoraci& i de fcldo-pectico* 
trenselim inaea (PA TE).
A l igoal qtte en e l case anterior, las muestras en Us que se
valora esta actividad proceden del medio en el que crece U
bacteria E . carotovora, del que se sépara la poblacion bactg
riaaa por centrifugaci&i a 3.000 r.p .m . durante 15 minutes.
La tecnica se basa en U  translormacion que experim ents, por 
acci&a de esta ensima, U  molecula de acido pectico, que c<m% 
ce a la  apariciâa de un doble enlace en posiciw  4 - 5 .  Este 
dobls enlace es el responsable de la absorcion a 230 m/4 
que perm its determ inar la actividad ensimatiea segân Hasuno 
y S tarr
Se emplea 0,2  m l. del liquide problems, 0 ,5  m l. de una soluciw  
de ClgCa, 2 x 10*^M y coma sustrato se usa pectato sodico al 
0,5% preparado en tamp&i glicina Na OH pH 8,6  el volumen 
final de la meacla se eleva a 10 m l.
E l période de incubaciw a que se somete dicha meacla es de una 
hors a 300C en B. M . Transcurrido este tiempo se aSade 0 ,6m l. 
de SO^Zn 9 HgO al 9% y 0 ,6  m l. de Na OH 0 ,5  N, con e l fin  de 
detener la acci&a ensim atiea. Entonces se form a un preci)^tado 
que se sépara por centrifugaci6n a 16.000 r.p .m . durante 15 
minutos. La actividad de la enaima PATE, se valora en el
eobrenadante résultante mediaute lecture directs a 2iO m 
eu %m Spectrelotometro tluicam  mod. SP 500# seriot Z.
Los resultedos se expres&u por las lectures espectrolotometi^ 
cas freute a un bianco# que es la misma meacla de incubacion 
con la ensima inactivéda por calentamiento durante 3 minutos 
en bafio hirviente.
Como complemenlo al metodo anterior# en ciertas ocasiones tai^  
bien hemos empleado# el que seflalan Ayers y Papaviaas. Se basa 
en la apariclon de compuesto rosado como consecuencia de la  
reaccion entre el acido tibbarbiturico y los dobles enlaces de las 
molecules uronicas. En este caso la lecture de actividad se rea% 
sa a 548 *
8. S&tesis y valoracion de pectin-transelim inasa 
(P TE ).
Crnno el anterior, tambien esta ensima pertenece al grupo de las 
ensimas traaselim inafivas. Sin embargo el sustrato sobre e l que 
actua es la  pectina.
La meacla de incubacion, asf como la  form a en qpw se valora su 
actividad son iguales a las ya descritas para PATE, con la unica 
düerencia de que en este caso e l sustrato es la pectina y no e l ecido 
pectico. Asimismo la  tecnica se basa en identicas propiedades, si
de onde a la  que valoramos su accl&a mediante lecture eu 
Spectrolotometro. Tambien aquf lo# reaultadoe ae eaqpreeau 
en % de abeorbancia.
B. f h à M i A m M m u ,
1« E lecclw  de Phaaeolu# vulgaria. jj.
Se ba elegido Phaaeblue vulgaria L . en au variedad "aguadulce". 
Esta leguminoea e# cultiva en eendicionea de invem adero. Adg^  
mas de ser un buesped muy swisible a Erw inia carotovora, oirece 
la  ventaja de que su cultivo es muy extenso y , por tanto, no existe 
dificultad en conseguir semiUas seleccionadas en cualquier mo -  
mento, con la garantfa, ademas, de su alto poder germ inativo.
2. Tratam iento de semiUas.
Cou el fin  de evitar contaminaciones y fa c ilite r a la ves su germ | 
naci&i, las semiUas se mantienen durante cinco minutos en con­
tacte c(si una soluci&i de cloruro m erc4rico al Z%» Seguidamente 
se lavan repetidas voces cmi agua es teril, para Uevarlas a con% 
nuaci&a sobre papel de filtro  bumedecido, tambien con agua es% 
r il, y dispuesto m  una plaça P é tri, que cuidadosamente cerrada 
se introduce en estute a 2S9C.
3. Siembra en macetas.
Se utilisan macetas de plasUco, que se l lenan con arena gruesa 
(1 -  0,5  mm. ) lavada intensamente cm  acido y posteriormente 
con agua hasta reaccion neutre, en el lavado, se elim inan ade-
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ma# la# partfculas d t diametro in ferior a 0,25 mm«
Esta arena va a conafituir ei aoporte de la eem illa que ha inicig  
do au germinaeion sobre e l papel de filtre  humedo de la plaça 
P é tri. En e l inomento de su traslado a la maceta la  sm nilla en 
germinaeion présenta una raiciUa de unos 4 cms. de largo. En 
cada maceta se disponen 5 - 8  semiUas.
4. Soluci&i nutritiva.
Hemos recurrido a la conocida solucion de Hogland (52) para el 
riego de las macetas a que nos referim os en el apartado ante -  
rio r. Esta soluci&i esta integrada por très partes que correspqg 
den a macroelementos (A ), microelementos (B ) y sports de hierro  
(C ), que se memclan adecuadamente antes de su empleo y eorres- 
pwden a las siguiente# form ulas, segun el caso particular estu- 
diado! (pal. 11).
Puesto que pretendemos relaciooat la sensiMlidad de Judia a E . 
carotovora cm  su nt;dricion y hemos centrado nuestro intente en 
el grupo de macroelementos (concretamente en los elementos pq 
tasio» calcio y magneslo), la soluci&i de Hogland ulüisada en cada 
caso carece del elemento correspwdUente, que es incorporado 
despues en dilerentes concentraci<mes, a p artir de una solucion 
M de su sal mas idonea. Las sales empleadas segun e l caso son;
NO^K, Ca aHgO Y oO^Mg 7HgO que ee anaeen de forma
que eu concentracion en las distintas solueiones alcansa los va- 
low # 2.10-3; 4 X lO’h  8 % lO*^ y 15% 10*^ M .
Para cada experiencia se disponen cinco totes de eeis macetas cada 
uno y cada cual recibe la  solucion nutritiva con una concentraciw  
dietinta del elemento qua se considers. Uno de los lotes actua de 
testigo y se riega con la solucion carente del mismo elemento, si 
bien hay que adm itir que peso a la pureaa de los compuestos tdi% 
sados no podemos afirm ar la ausencia absoluta de tramas del e le - 
mento que se estudla.
Teniendo en cuenta que cada maceta puede toner 2 - 8  plantas a%  
cuadas para el tratam iento, e l ndmero de eUas, que interviene 
en cada experiencia es suûciente para considérer los resultados 
dentro de lim ites plenamente admisibles.
5. P la n t e a m ie n t o  g e n e r a l  d e l  e n s a y o .
C o n  e l  f i n  da h a c e r  m a s  c o m p r e n s ib le  e l  p la n t e a m ie n t o  de ca da  
e n s a y o ,  lo  e x p o n e m o s  g r a f i c a m e n t e  p a r a  e l  c a s o  de p o ta s io ,  s i  
b ie n ,  es e x a c ta m e n te  r e p r o d u c ib le  p a r a  e l  e s tu d io  co n  c a l c io  y  
t a m b ie n  co n  m a g n e s io .
HOAGLAND ( c a r e n t e  k *) .
NO3K
U U U  U \ 7 \ 7  U U U  U U U  U U \ 7
LOTES (D (D
a. Tratamiento de potasio.
â & j l W '  « o i* )  M a L J L  (e *  / u t r o  ■ e i. )
(NO^); Cs 1 M ........... 5 m l. ^3 •.. • 2,86 g*
SO4 Mg 1 M ........... 2 m l. C I2 Mn m ^p  . . . . 1.81 g*
(P04H2)2 Ca<0,025 M ) 10 m l. SO4 Zn 7H^O . . . . 0.22 g.
SO4 Cu SH^O . . . . 0.08 g.
MO O4H2O .... 0.02 g.
Soif. C ( 0 . 6 m i./litro «  3 veces por semaiia)
SO^re    0*5%
Acido tartarico .................  ##4%
b* Tratamicddto d* ealeio.
âaLA 3*1. B
NO3 K I M .... 5 m l. V er tratam i^ito  de K.
SO^Mg I M .... Z ml.
PO^H K 1 M . . . . 1  m l.
5 tiL £
c. Tratam lM to de raagneeio.
V # f tratam ienlo d# K.
SshJt. SSkJL
( « 03 )20*  I  M . . . . 4 m l. Vç» tratam iefito de K.
NO3 K 1 M . . . . 1  m l.
P O .H ,K  1 M . . . . 1  ml.
SO^K, (0,5  M) . . . . 3 m l.
V er trel&m ieslo de K.
L e t turnoe de riego #e eetaldecen periodlcamenle haeta que la# pl#^ 
ta# alcansaa un deaarroUo opHmot prevlo a la Üoraeion, coa una 
tura media de une# 38 cm#. Una vem alcanaada e#ta fa#e #e precede 
a realiear le# analici# y experiencia# pertinente# cegun exponemd# 
a continuacien.
6. Tecnica de inecnlaciw .
Hemes uHlieado una tecnica sencilla y eficam qne conaiste en préparer, 
a p artir de un cultive de 24 hors# de Erw lnia caretevera en agar caldo 
comun, una eolucion acuesa de 109 celula# bacteriana# per m l. cen« 
centracien que censeguimes per lecture de eu densidad optica a 
600 rry  ^y le# calcule# cerre#p(wdieote# mediante la curva que re%  
cîona D.O.  een numéro de c&ula# viables.
Esta suspension se introduce, per inyecci&t con Jeringa, en el te lle  
de la planta y nervio medio de sus bejas.
Se deben em plear agujas Unas cemo la# tipe K *l (2 0 /6) que bernes 
usade en este trabaje# para ne producir beridas grandes que puedan 
causer ma# tarde sérias lesiw es que afectan per si mismas al mé­
tabolisme de la  planta.
7. T^cnicas histelogicas. 
a. Tratam iento previo.
E l proceso que se signe hasta la realîeacion de les certes incluldos 
en paraûna y su ebservacion e interpretacien al microscopio, inclg
.../
y# los siguientes pesos ssAmledos pov Jsnssn (58), 
i) F ijaeion,
E l m alaria l vegslal as corta cou cuchilla an parta suAcientemants 
paqoaftas para qua a l HJador, an a l que sa introAican saguidaman- 
ta , puada panatrar a travas da todas sus astructuras y no sufran 
ninguna altaracion, ya qua la  solueiàa ÛJadora inhiba les procasos 
vitales de la celula, la autoUsis y el camblo de propiedades ifsicas 
de las sustancias que la  compcmen. Coma Ùjador hemos empleado 
una meacla de form alina, acide acetico y alcohol (FAA) en la pro- 
porcion 5:5:90. En alla se dejan las muestras durante 24 horas 
aproximadamente •
il)  Deshidratacion.
ParaÜna y agua no son m iscibles entre sf, esta, por lo tanto, es 
extraida de la planta y reemplaxada por un solvente organico com%  
tib le con la parafina.
Para e lle , les tejidos se sumergen en concentraciones de alc^io l 
etâieo y seguidamente de TBA (alcohol butàico terciario ) de forma 
sucesiva y durante périodes de 1 hora, hasta llegar al TBA pure, dende 
term ina la  deshidratacion.
iii)  InU ltracion de parafina.
E l tejide se coloca , con una pequeSa cantidad de TBA, sobre una 
lam ina de parafina s6lida en el fonde de un pequeBo v ia l. Este se
.../
introduce en eetufe a una tem perature Ugeramente superior 
al punto de fusi&t de la parafina (55 - 609C). Bajo estas 
condicioaes, la parafina fund# y el TBA se évapora* Cw%
Jeto de que se élim iné K ^lm ente, se hacen 2 a 3 cambios de 
parafina*
Este proceso requiers unas 12 a 13 boras. Despues el tejldo 
se coloca en un molds con parafina, previamente impregnado 
con glicerina para fa c ilite r e l desprendimiento del bloque* Una 
vos solidificada la parafina, se introduce dicho molde en un b^
Ro de bielo donde se enfria rapidamente y e l bloque résultants 
se puede extraer sin dificultad.
b* Obtenci&i de cortes*
De los bloques obtenidos, se recortan porciones m^s pequefias 
que contengan el tejido» estas se montan sobre un taco de mad^ 
ra o m étal que se inserts posteriormente en el m icrotom e, una 
vos que el pequefio bloque se baya tallado para quitar el exceso 
de parafina y bacer las caras del mismo paralelas a la  super0  
cie de la cucbilla*
Los cortes se realiaan en un microtome rotativo Spencer de par^  ^
fine y su espesor esta comprendido entre las 10 y 15 *
Las secciones se fijan  al porta mediante e l use de un adhesive, 
nosotros hemos empleado el adhesive de Haupt, euya form ula es;
.../
GUcerina • . . .  15 m l*
Agua . . . .  100 ml*
Ealos portas as guardan en ambients seco y tem peratura proxima 
a los 300C. durante 2 - 3  dfas en que se procédé al peso siguiente*
Para elim inar la parafina de los cortes y asegurar una buena t%  
cion de los mismos, los portaobjetos se introducen dos veces en
xilo l y otra en alcohol -  x ilo l 1:1 durante 10 a 15 minutes en cada
une* Despues se someten a una serie de concentraciones decre- 
cientes de alcohol con el fin  de rehidratar e l tejido y, por ultim o, 
se sumergen en agua destilada.
c. Tincion, montaje y observaci&i*
Hemos escogido la tin c iw  doble con safranina y "fast-green", 
se gun la tecnica de Jansen (58).
Las formulas de los réactivés que hemos empleado son las si­
guiente s;
Safranina • • • • 4 g.
Acetato sodico • • • • 4 g*
Form ol * • • « 8 g*
M etil cellosolve * . * *  200 ml
Alcohol de 950 , .  100 m l
Agua destilada . . . .  100 ml
Se prépara una soluciâa aaturada de fa e t-green en una meacla 
de m etil calloeolve y alcohol ahaoluto (V:V)« Esta eoluciwi 
se ahade poco a poco a otra meacla de alcohol absolute y aceite 
de clavo (1:3) hasta alcanmar la  Intensldad deseada*
E l montaje de los cortes se hace con D P-X dejando caer e l cubrig 
ohjetos cuidadosamente para que no se formen burbu)as.
Para su observacion se utilisa un microscopio LEITZ-W ETZXjAR 
binocular empleando objetivo seco y de inm ersiâa para apreciar 
con claridad las celulas leeiimadas y el avance de la Infeccion a 
traves del tejido, tanto de tallo  como de hoja, perteneciente a 
plante s de Ph&seoXus vulaaris* L.
8. An^lisis fisiooqulznico del tejido vegetal.
a. Determinaci&K de humedad.
Se détermina por desecacion en estufa a 809C de la planta Integra 
de judia, convenientemente troceada y dispuesta en pesa-sustan­
cias de peso eonocido. Las pesadas de la muestra se efectuan 
periodicamente hasta peso constante, lo que nos perm its calculer 
no solo la humedad del m aterial, sino tambien del peso seco del 
mismo.
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b. Determinaeioa de pH.
E l metodo de Friedman y Ceponie (40) es el que empleamoe en 
esta determinaeion. Consiste en tritu rer w a  pequeRa cantidad 
de tejido fresco de planta, en un mortero con agua destilada, en 
la proporcion de 10 g. de planta por 12 m l. de agua. La meacla 
se filtra  por gasa y se mide directamente el pH del extreme re - 
sultat^e en un pHmetro Coleman con electrodes de vidrio.
c. Determinacion de tones.
Los elementos que nos iateresa determiner son K, Ca y Mg. y 
para elle sometemos el m aterial a un proceso previo de preparg  ^
cion que permite elim inar la materia organica en el tejido vege­
ta l. Este proceso signe la paota indicada por Piper (99) y Hum|diries 
(54) y consiste en tratar la %4anta, sin rais y perfectamente lav£ 
da con Icido perclorico, nArico y SO4H2. E l tratamiento se 
ce en caliente, la temperatura se régula cuidadosame te con el 
fin de que no se destruyan los elementos que se intenta deteri%  
nar. La operacion se da por concluida cuando el aspecto de la 
mescla es el de un liquide transparente e incolore. Este liquide 
convenientemente diluido es el que se utilisa para analisar los 
elementos que hemos indicado.
i) Potasio.
Se parte de la muestra preparada como se acaba de indlcar, si 
guiendo la tecnica del fotometro de Uama. Para ello hemos uti%i
sado un «spectrografo Hilger £  476 de gran dispersion con optica 
de cuarso y electrodes de cobre entre los que se establece una %  
ferencia de potencial de 30 a 35 voltios.
£1 tiempo de exposicion para el registre de un espectrograma es 
de 3 minutos*
Para medir las densidades de ennegrecimiento de las l&eas espqg 
traies se emplea el fotometro Hilger H - 451.
Como metodo espectrografico se emplea el de comparaciâa interna. 
Con este fin, utilixamos el hierro que se introduce en los patrones 
en forma de oxido ferrico al 10%.
La ifnea e spectral correspondiente al potasio es de 4047,22 ^  co% 
parada ccm la 4005,24 A de hierro.
Los calcules se hacen mediante una curva standard obtenida ccm 
concentraciones conocidas del elemento que se estudia y los resq| 
tados se expresan en tanto por ciento, referido al peso en g. de la 
planta.
ii) Calcio.
E l m aterial que utilisamos es el mismo que hemos indicado en el 
caso del potasio, e igualmente aquf, se emplea la tecnica del fo ^  
métro de Uama, ejecutada de igual forma a la anteriormente des- 
crita , si exceptuamos que al calcio le corresponde una ifnea espe^
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tra i de 57 A, comparada con la 4 Q0 5 ,24 a  ae m erro.
La curva preparada eon concentraciones conocidas de calcio nos 
permite calculer los resultados que se expresan en taido por 
ciento.
iii)  Magnesio.
Como hemos indicado mas arriba, se emplea la misma muestra
lAiliaada en las determinaciones precedentes. En este caso el
metodo seguido requiers el empleo del fotometro de absorcion
atomica, pero con esta excepcioa y babida cuenta de que la ifnea
e
e spectral del magnesio se define a 279S, 54 A , el proceso segui­
do para conocer la cantidad de Mg en el tejido vegetal, es sim i­
la r al indicado para los elementos ya descritos; es decir, tam­
bien en este caso se construye la correspondiente curva standard 
que nos permits calculer la concentracion de Mg en tanto por 
ciento, que es como la expresamos en el resultado final*
d. Extraccion de asucares y aminoaeidos.
Una ves eliminada la rais de la planta y despues de haber pesado 
esta, seguimos el mitodo de Rohringer y col. (104).
A una cantidad conocida de planta se agrega alcohol absolute en la 
proporciâs de 4 m l. por gramo de tejido fresco. La mescla se
homogeinisa perfectamente por tritnracion del tejido vegetal 
y se calienta a B. M* durante 2 a 3 minutos, seguidamente se 
deja en reposo a temperatura ambiante. A las 24 horas la p%^  
pa resultants se filtra  mediante una gasa, el extracto alcoholico 
se re tira , mientras que el residue obtenido se somete de nuevo, 
por dos veces mas, a los procesos de extraccion que hemos 
dicado. Finaliaados estos procesos, se combinan la totalidad 
de los extractos alcoholicos que hemos ido separando y la mqp 
cla se lie  va a evaporacion hasta sequedad. £1 residuo que rjg 
sulta se vuelve a disolver en stanol de forma que el extracto 
alcance una concentraciw final de 2 g. de tejido fresco de plag 
ta por m l.
i) Anùisis de asucares. Cromatograffa en papel. 
Utilisâmes papel Whatman n@ 1, seguimos la tecnica mcmodimeg 
sional descendante de triple resolucion. Cwno eluyente se han 
probado distintas mesclas, de las que ha side seleccionada entre 
todas la qua indican Lato y col. (73), formada por etllacetato : 
isopropanol : acido acetico : agua, en las proper clones 
35:100:60:35:30.
E l cromatograma se desarrolla a 20tC durante périodes de IS 
horas. Como revelador se emplea ftalato de anilina, preparado 
a partir de 4,65 g. de anilina y S g. de Icido ftalico, disueltos 
en 500 m l. de n -butanol seturado con agua. Despues de tratado
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COB este revelador, el cromatograma se mantiene durante un 
par de minutes en c£mara a 100 -  1059C con lo que los disti^ 
toe asucares presentee en la muestra aparecen en el color que 
les caractérisa.
La identificacion de cada uno de elles se consigne por deterin| 
nacion de su E l y, principaknente, por comparacion con un cqg 
tro l en el que intervienen como testigos asucares conocidos, 
que se cromatografian simultaneamente cw  el problems.
Cromatograffa en capa fins.
La cromatograffa en capa fins la practicamos segun las normes 
de Stahl (114) y Smith (103), se han empleado plaças de 200 X ZOO 
mm. que préparâmes en el laboratorio con Kieselgel G*(7731) 
a un espesor no superior a 100 m icras. Para su activacion se 
las mantiene durante una hora en estufa a 1109C.
E l eluyente que se utilisa es el mismo que en el caso de cromalp 
graffa en papel, y la tecnica seguida es monodimensional ascen­
dante. Tambien se revelan con ftalato de anilina e igualmente se 
lie  van, a continuacion, a una estufa de llOfiC para que aparescan 
las manches correspwdientes a cada uno de los asucares. La 
preparacion de una plaça identica, donde se disponen asucares 
conocidos, permite una clara identiflcacl&i de todas las manchas 
que aparecen en la plaça c<m el problems.
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il) Analisis de aminoacido.
En ei mismo extracto alcoholico, que hemoa obtenido aegnn 
Rohringer y col. (104), el que utUinamoa para eatudiar le# 
aminoacidoe libres que contiene el tejido de Phaseolus vulgaris. 
Mediante esta tecnica no solo conseguimos una buena extraccion 
de aminoacidos végétais e sino tambien de las sustancias asuca- 
radas, lo que constituye una évidents ventaja en la marcha del 
proyecto que estudiamos.
E l metodo seguido para la identlficacion de aminoacidos es el 
cromatograllco, que se aplica mediante très tecnicas diferentes.
Cromatograffa en papel.
Se lie  va a cabo en su modalidad monodimenslcrnal descendente y 
mediante el empleo de papel Whatman n9 l ,  E l eluyente que pe% 
mite una resolucion mas compléta es el que indican Rohringer y 
col. (104) que consta de n -butanol, acide formico y agua 
(75:13:12), que hacemos aetuar très veces sucesiva s para mejq, 
ra r la separacion anal&ica.
Entre todos los reveladores ensayadoe, decidimos aceptar el 
que sefialan Moffat y col (82), que se prépara, dbel momento 
de su empleo, a partir de dos solucienes, que tiens la siguiente 
composicion:
Sol. A: - Niiihidrina al 0,2%
en alcohol absolnto . . .  50 m l.
Acido acetico glacial . . . .  10 m l.
2, 4, 6 •  coUidina . . . .  2 m l.
Sol. B: - Soluci&i alcohoUca al 1% de 
nitrate cnprico trihidrato.
La relacion en que ee meeclaa ee 25 m l. de la primera y 1,5 m l. 
de la eegonda eolnciw.
Una vea tratado el cromatograma con el mencionado reactive, ae 
deja eecar de 2 a 3 minntoa en una eatufa a 1059C. Seguidamente 
lea amittoacidoa ae reauelven tomando diferentea tonalidadea que 
no# ayudan a identificarloe por comparacion a la mueatra de 
aminoacidos que utilisamos como patrms, ademaa de considerar 
los M  correspondiente a.
Cromatografifa en capa fine.
Se sigue e l mismo metodo general que hemos deacrito en el case 
de los asucares, si bien aquf, el solvente y revelador son los que 
acabamos de describir en la tecnica de cromatografia en papel, para 
aminoacidos.
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La composieiâa de la capa sobre la que va a deaarrollar el 
cromatograma reapoade a la formula.
Kieeelgel C (Merck) • • • • 25 g.
PO4H2K 0, 2 N . . . .  25 m l.
PO4H Na 0,2 N . . . .  25 m l.
Para la identlficaciâa ae utUiman solucioaea patrones de aminoaq|
dos conocidos, que se preparan en alcohol isopropâico y a una 
concentracion 0,01 M.
Analisador de aminoacidos.
Hemos utilisa do el Analisador JLC - 5 AH, Joel, siguiendo la 
tecnica recomendada por Spackman ( 111) que transcurre a 60dC 
en columns de poliesterano sulfonado. Cada experiencia se prg 
graxna para sels muestras y ccmsume un tiempo que oscila de 40 
a 44 horas. Como eluyente se emplea tamp&i de citrato s&fico 
que se prépara a très pH diferentes y contiene 0,1% de fenol %  
ra evitar posibles contaminacione s. Los aminoacidos de carqg 
te r neutre y acido se eluyen con tampA» 0,2  N y de valor es 
3,25 y 4 ,25, con una velocidad de flujo de 15 m l/h . Por el cq§ 
trario , para los aminoacidos basicos se requiers el lampAi a 
pH 5,28 y 0,35 H , siendo su ras6n de fiq)o aproadmadamente el 
doble a la  anterior.
Lias muestras problème se preparan a partir del extracto qpe 
empleamos en la cromatograffa en papel, despues de haber side 
tratado con carbw  active para quitarle su color, y obtener asf un 
quido transparente, que se meacla con CIH 0,01 H, de forma que 
se alcance una concentraciân de 50 a 100 mg. de planta por m l. 
y un pH de 3 ,2 .
Los resultados que se obtienen son cuantltativos, mediante un sig 
tema automltico de grabaciA» que recoge el color desarroUado al 
meeclarse el eluyeiAe con una aolucion de ninhidrina preparada sj^  
gun Moore y Stein (85). Esta intensldad de color se détermina por 
fotometrfa continua a 570 y 440 m/ly se reûeja en papel especial 
con escala logarfkmica que reproduce absorbancias de 0 a
Para el calcule de los resultados se tiens en cuenta los valor es 
standards obtenidos con una mescla de aminoacidos conocidos en 
concentraciAi de 0,1 m ol/m l* y trente a las curvas résultantes 
se aplica la formula:
W H f  (problems)
W *H*f* (standard)
Donde W represents la frecuenda, H la altura y f  el factor de 
correcciAft para cada aminoacido.
Los resultados finales se expresan bien en % respecte al total 
de aminoacidos o bien en mg. de cada aminoacido por gramo 
de planta.
e» Extraccion de sustancias reductoras y sustancias 
de naturalesa pectica.
E l proceso de extracciAi que hemos admitido como mas eficax 
para obtener las sustancias reductoras, que contiene el tejido yg 
getal, es el que seRala Inman (55), que utilisa stanol de 80%. E l 
m aterial a estudiar se tritu ra finamente y se extras con un volji 
men de etanol correspondiente a cineo veces su peso, esta oper^ 
cion se repite cuatro dias sucesivos y los extractos obtenidos se 
mesclan, y se tratan con carbon active, para c larificar, se utij^ 
sa 1 g. de carbAa por g. de peso fresco de tejido vegetal; este 
tratamiento tlene lugar en la oscuridad, con agUaclAi durante 15 
minutes. E l ifquido transparente que résulta, se neutralisa para 
concentrarlo 40 veces en un rota vapor R. Büchi a 400 en vacfo.
La muestra resifitante, neutralisada, se emplea para determinar 
las sustancias reductoras que contiene el m aterial vegetal utilisado.
Hemos de destacar que la pulpa résultants del tratamiento inicial 
con etanol, se conserva para obtener a partir de ella las sustancias
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de naturaiesa pectica que ee deterxninaran mas aéelante.
Dicha pulpa, una ves evaporado tedo el alcohol, ee trata con 
una mescla etanol-eter (V /V ) prim ero, y despues, solamente 
con eter, se prensa y a continuaciAa se suspende en agua en la 
proporcion de 50 m l. por gramo de m aterial seco. Se agita dj^  
rante S a 6 horas a 200C y se afiaden unes gramos de arena para 
faciliter la extracèiA» total.
E l residuo se resuspende en CIH 0,025 N y se calienta en B .M . 
a 60^0 durante 2 horas sin dejar de agitar periodicamente. Ej# 
te tratamiento se repite de 2 a 3 veces para mesclar por ultime 
todos los extractos y emplear los asf en la determinaciAi de las 
sustancias pecticas.
i) ValoraciAi de g rt^ s  reductores.
Se lie va a cabo por el metodo de Somogyi U Nelson. A una m uej 
tra del problems, que contiene 1 g. fresco de m aterial vegetal, 
se aftade 1 m l. de reaetivo Smnogyi, se agita y se introduce en 
B. M. hirviendo durante 15 minutes. Despues de enfriar, se 
agrega 1 m l. de reaetivo Nelson, se agita y se Ueva hasta 10 m l. 
c<m agua destilada. Seguidamente se lee a 520 en un espectrp 
fotAmetro Unicam SP 500 series 2.
Los resultados se Uevan sobre uns curve patrAi de glucose 
con lim ites comprendidos entre 10 y 600 mg. y se expresan 
en mg. de glucosa por gramo de jpdenta Iresca.
ii)  Valoracion de sustancias pecticas.
Hemos escogido la tecnica de sc rite  por Me Comb It Me C ready 
(80) por ser la que da resultados mas claros y de mejor interprg  
taclAa.
En tubos de ensayo, sumergidos en un baflo de bielo, se mesclan 
2 m l. de la muestra con 12 m l. de SO^H^ concentrado. Despues 
de bomogeneisar, se calienta en B. M. hirviente durante 10 minutes. 
Se dejan enfriar a temperatura ambiante y cuando han alcansado 
los 20 -  25SC se aRade 1 m l. de carbasol dlsuelto en stanol al 
0,15%.
Se miden exactamente 25 minutes antes de procéder a su lecture 
en un Spectrofotometro Unicam SP 500 series 2, a 520 mm.
Los resultados se calculan sobre una curva patrân construida, 
bien con acido mwogalactur&odco, o bien con pectina de mansana 
entre los valores de 10 a 100 gr. Se ei^resan en mgr. de estos 
cmRpuestos por gramo de planta fresca.
f. Extraccimn de proteinas y nitrogeno lib re.
Con el fin de elim inar las sustancias grasas de la planta que puedan
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in te rle rir mae tarée en la deterxninacimi proteica, se practican, 
segun lo inéica Steward (124) très extracciones con eter de pe- 
troleo a partir de una cantidad conocida del m aterial vegetal pr£ 
viamente triturado en mortero a 49C. La proporcion que se en  ^
plea es de 4 m l. de liquide extractants por 1 g. de planta. La 
fracciAi liquida se sépara por fUtraciA i y se de sécha mientras 
que con la IracciA i de tejido résultants empesâmes la verdadera 
extraccion de proteinas# segun el mAodo que describen Heiteluss 
y col. (50).
A la pulpa obtenida en el paso anterior se afiade tamp&i fosfato 
0# 05 M a pH 7# 5 ( i ,  5 m l. por gramo de planta) y se deja homogg 
neisar durante 12 a 24 horas a 40C# para despues pasar por doble 
gasa y prensar. A sf se obtiens un extracto liquide que centrifugg^ 
mes a 17.000 g. durante 30 minutes# a 4OC. E l sobrenadante se 
congela en una mescla de hielo I  alcohol y despues de lundir se 
cendrifuga de nuevo 20 minutes a 4SC y 20.000 g.
Del sobrenadante recogido se sépara una muestra para la deterzn| 
naciAa de nitrogeno# segun indicaremos en el apartado correspon­
diente.
E l liquide restante se dialima en el medio de extraccion durante 
24 horas# al cabo de las cuales# se recoge y se vuelve a cenirifugar
20 minute# a 20.000 g. y 4SC.
E l aobrenadanta aaf ebtenido ee emplea directamente en la  
raclA i de m aterial preteice, o bien# se conserva a 20BC hasta 
el momento de su empleo.
i) Determlnaci6 & de proteina.
Si el extracto que vamos a user# obtenido como ya hemos indicado 
no es totalmente incolore# pueden surgir interlerencias en la lec%  
ra con e spectrofotAnetro.
Para evitarlo# hemos recur ride a dos mjtodos distintos# de ana% 
gos resultados. Uno es el indicado por Steward (124) que consiste 
en pasar dicho extracto por columns de Sephalex Q-75 (12 X 1#50 cm) 
empleando como eluyente el mismo tamp&n de extracclAi.
E l segundo consiste en tratar la muestra con carbon active en la 
proporciAi de 1 gramo de carbon por gramo de tejido fresco# en 
agitaciAi y oscuridad durante 15 minutes a 46C. Seguidamente se 
filtra  por papel Whatman n@ 1 y el liquide ya incoloro se Ueva al 
espectrofotAmetro para realiaar la lectura de proteinas a 260 y 
280 m /l segun al mAedo descrito por Layne (75)# mediante el 
e m ^ o  de una curva patron obtenida a partir de albumins bovins.
Los rosultsdos se eaqpressn en mg. de proteina por gramo de 
peso fresco de planta.
il) DeterminaciAi de nitrogeno lib re.
Se emplea la muestra que hemos indicado en el apartado 8. 
donde se describe la tecnica seguida para extraer el m aterial 
proteico del tejido vegetal. En ella la valoracion del nitrogeno 
total se hace por el procedimiecdo clasico de KJendahl.
E l amoniaco procédante de la destilaciàa, despues de haber se 
eliminado totalmente el COg y la  m ateria orgAiica que pudiera 
existir en la muestra# se recoge en CIH 0# 01 N y se valora con 
NaOH 0# 01 N# c<Nmo indicador hemos empleado el rojo de m etilo.
C<m objeto de obtener valores medios que puedan ser luego exprq 
sados en tanto por ciento de nitrogeno respecto al peso en gramos 
del tejido vegetal utiliaado# se valoran très volumenes distintos 
de la muestra que corresponden a cantidades# en peso# diferentes 
de la misma.
9. AnaUsis ensimatico del tejido vegetal.
a. Extraccion de m aterial active.
E l metodo que se ha seguido es el descrito por Swinburne (125).
Todas las opsraciones ss realisan a 49C én la forma siguisnts:
£1 m aterial de planta fresco# se pesa y se mescla con igual csg 
tidad (p /v) de ClHa 0# 25 N y# despues de tritu rer en mortero# 
se deja en maceraci&t 16 horas. Luego se centrifuge a 3.000 
r . p. m. 20 minutes. £1 sobrenadante se dialisa en agua durante 
24 horas# para centrifuger de nuevo y guardar el ifquido final 
en congelador hasta el mmnento de su uso.
i) Determinaci&i de PG.
La tecnica de Jansen y Me Donnell (57) que hemos explicado antg 
riormente# al referimos a las ensimas producidas por el patoge- 
no# es la que tambien vamos a seguir en este caso# si bien# el 
m aterial ensimatico se incorpora aquf en forma de extracto yg 
getal en la proporciAi de 0# 25 g. de planta por 20 m l. de la meg 
cla de incubaclAi. Los resultados se eaq»resan en mg. de acido 
monogalacturAiico por gr. de peso fresco de planta.
ii)  Determinacion de PATE Y PTE.
Como en el apartado anterior# aquf tambien seguimos idA&ticos 
metodos a los eaqilicados en el caso del microorganismo patogg 
no# E . carotovora (88) e# igualmente# el producto ensimatico 
se aflade en la forma de extracto vegetal en la proporci&i de
0» 25 gr. de planta por 10 m l. de la meeela de incubaclAa.
Loe snatratoa empleado* son acido peetlco para PATE y 
pectina para PTE# y las lectures en espectrdfotAnetro 
se hacen respecUvamente a 230 y 235 w/4
m . RESULTADOS
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A. -  OBSERVACION MICROSCOPICA SOBRE 
LA MORFOLOGIA DEL MICROORGANI§ 
MO PATOGENO ERWINIA CAROTOVORA 
y  SOBRE LA HISTOLOOIA DE LA PLANTA 
HDESPED PHASEOLUS VULGARIS L ,
a. Morfologfa d# Erwlnia carotovora.
Las observacion#a microscopicas revelan la aparicion de formas 
anormales de Erwlnia carotovora bajo determinadas condiciones. 
Estas formas pueden verse tanto en el microscopio ordinario ç£ 
mo en el electronico. Por ser las preparaciones sombreadas 
del microscopio electronico las que muestran mas perfeccion de 
detalle# vamos a referim os a ellas# de manera especial.
En prim er lugar# présentâmes (fig. 1) la morfologia tfpica de 
carotovora # para que nos sirva de testigo ante las irreg u l^
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ridades qua vamoa a aelialar.
I .  W lueacia d#l (NO^).Ca
y SO4 Mg.
Debemoa hacer notar que la preaencia de NO^K en el medio# 
cuando me encuentra en cantidadea Inleriorea a 4%# no decide 
ninguna alteraci&i visible en la morlolog^a de E. carotqvora # 
pero a partir de esta concentracion de 4% détermina un bloquée 
en loa proceaoa de tabicacion# que conduce a la aparicion de 
formas alargadaa# ante la impoaibilidad de aepararae las nujt 
vas individualidadea que van aurgiendo en el proceso de division. 
La fig. 2 ofrece un aapecto de estas alteraciones. Cuando la 
concentracion de NO^K alcanma valor es por encima de 4# 5% 
loa cambioa morfologicoa se Intenaifican y aparecen formas eg 
fericas que pierden au contenido plaamatico y odrecen el aepeg 
to que présenta la fig. 3.
Algo aemejante a lo que acabamoa de indicar en el caso de 
NO^K# ocurre cuando la sal que ae incorpora al medio es 
(N O j)2Ca. En la fig. 4 podemos ver e l aspecto que preaerda la 
bacteria £ . carotovoya cuando la cantidad de (N O j)2Ca incog 
porado a au medio de cultive es de l#25%. Puede obaervarse 
el alargamiento que mueatra y la iniciacion de diviai&a celular
que no Uega a completarte como coneecu^acla de las alteracicmes 
provocadae por la sal aüadida al medio. Estas formaciones Ûlameg 
tosas evoluciouan# como en el caso de la sal potasica# hasta preseg 
tar aspecto de bacUos largufsimos que pierden su contenido y que* 
dan como formas vacfas de parades plegadas y rugose s.
Si observâmes las mue stras# que corresponden a los cultivos de
E . carolovora procedentes de medlos con 3# 7 y 10% de SO^Mg#
nos encontramos sorprendentexnente con que la morfologfa de la
bacteria no revela ninguna de las alter aciones que hemos se&a%
do en los cases anteriores. I*a fig. 5 nos presents el aspecto de
la bacteria que ha evcducionado en preaencia de 10% de SO Mg#4
sin que se aprecie ninguna deformaci&i que pueda atribuir a este 
compuesto una acciw  sim ilar a la que hemos visto produc&n # 
incluse a concentracion#s inferiorss# el NO^K y (N # ^ )2 Ca. Se 
puede# por consiguiente# adm itir una influencia cualitativa dom  ^
nante por parte de las sales probadas que se impone a las posibles 
modificaciones atribuibles a fuersas de caracter osmotico.
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b. Hi«tologfa d* jRWrnmM 
Debido a la  inftueticia que el contenido en ague y el pH de un ^  
jido pueden ejercer aobre la  estructura del miemo# hemos pa*
•ado a considersr axnbos faetores antes de procéder al estudio 
histologico del vegetal.
1. Grade de humedad y pH.
Como es sabido# los tejidos vegetales presentan en su composlci&x 
un elevado porcentaje de agua. Este es de sums importancia en el 
desarroUo de la planta# tanto por su papel e structural como por 
servir de medio de transporte de nutrlentes* Por elo# hemos 
analisado su contenido en los tejidos de Ph. vulgaris L . antes y 
de spues de ser inCectados por E . carotovora. En plantas sanas 
se hallo un 69% de humedad# m ientras que en las plantas que su- 
£ren la enfermedad causada por la bacteria# dicha humedad se rj^  
duce a un 77# 7%.
Los distintos niveles de potasio# ealcio y magnesio en el vegetal 
no parecen in flu ir mucho en su contenido acuoso ya que los valo* 
res que se obtienen son muy seme jante s a los que acabamos de 
presenter# por lo que no estimamos necesaria su enposicion en 
este caso.
Los diferentes grades de autricion m iaeral en que crecea y se 
desarrollaa las plaatm s de Fh« vulaaris L . ao determiaan cen  ^
bios sustanciales de pH. segua los resultados que se expresan 
a contiauaeion:
Judia iiaaa . . . .  pH 6# 5
Judia enferma . . . .  pH 7# 2
2. Diferenciacioa al microseopio.
En las preparaci<mes histologies s de tallos saaos de Judia se apr£ 
ciaa perfeetamente las distiatas e structura s coloreadas especig 
camente. La epidermis# cortesa y tejido modular muestran sus 
cAulas poliedricas coa escasos espacios iatercelulares y teflidas 
de un ver de inteaso# en contraste coa e l rojo que domina en el 
tejido vascular (fig . 6).
Cuando este tallo  sufre la infeccioa de E . carotovora. mediante 
iayeccion en su soaa modular# podemos ver en la  fig  7 la desa%  
ric ioa de las parades en las cAulas de dicha sona# con lo que su 
contenido plasmatico es utilisado por la bacteria# dando lugar 
asf a la formaciAa de espacios vacios que van agrandandose a m£ 
dida que avansa la Infeccion. En la  Ûgura indicada# se observa
la casi total deaaparicion de esta région modular# cuyos escasos 
restes se encuentran lim itados por los elementos del sistema co£ 
ductor# que aparecen cwno la barrera de separacion con la sw a 
cortical.
Ademas del tallo# hemos utilisado las hojas de Judia para observer 
la degradacion de sus tejidos por E . carotovora. En las Hgs. 8 y 9 
presentamos un corte transversal que m uestra la e structura bifacial 
del mesofilo fo liar y del nervio medio. Puede verse la  distribucion 
de las cAulas que forman la  epiderm is superior e inferior# est como 
los tejidos en empalisada y espoqjoso# ctm los espacios intercelu|p  
res que le dan un aspecto re ticu lar. Los elementos conductores 
(fig . g) aparecen claramente definidos en el corte a nivel del nervio 
medio de la hoja.
Cuando esta hoja aparece con lésions s producldas por E . carotovora 
su aspecto es el que nos muestran las fige. 10 y 11. En la prim era 
de ellas se destaca la sona del nervio medio donde claramente se ve 
la desorganis&cion de todo el parimquima e incluse de la  epiderm is. 
Las células han perdido su estructura bajo el ataque àm la bacteria 
y aparecen como una masa informe# blanda# dcmde solo la s<ma ceg 
tra l conserva el recuerdo del sistema ccmductor. E l limbo de esta 
misma hoja es una prolongacion de los sfntomas descritos; las pa-
redes celtsiares del mesoHlo ban side destruidas# el contenido celg 
la r uüliaado por la  bacteria # los espacios intercelulares se agran* 
dan paolatinamente y como consecuencia de las reacciones qufinicas 
que se suceden aparecen elementos nuevos espaces de â ja r safrani* 
na, dando un aspecto totalmente dilerente al de la  fig . 9 que repre­
sents el limbo de hoja sana.
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B. IN FW E N C IA  DEL ION K * SOBRE EL  
MlCROCRCiAMISMC PATOGENO.
SRWINIA CAROTOVORA.____________
a. Crecim isnlo.
E l creeim iento b&etsriaiio #n el medio y c<mdioion#e que hexnoe deg 
crito  en e l apartado correepm&diente # Uenen lugar en la forma que 
se presents en la fig . 12# por la  que vemos que el NO^K ejerce un 
efecto inhibidor en el desarroUo de E . carotovora. que si bien %  
ra bajas concentraciones no es muy marcade# se agudiaa conforme 
estas aumentan basta Uegar a una inbibicioa casi total que corres­
ponde al S% de NO^K en el medio.
b. S&tesis de enaimas pectc^icas.
E . carotovora produce diverses enaimas pécticas# entre las que se 
encuentran poUgalacturonasa (PO)# pectatotranseliminasa (PATE) y 
pectintranselim inasa (PTE)# que son las que hemos determinado.
1. En el caso de PG# segAn indice la  fig . 13# el aumento de potasio 
en e l medio Ueva pararelam ente a una disminuciAft de la  actividad 
ensim itica hasta anularla por complete a p artir del 5% de NO^K
en el medio.
2. E l efecto del potasio sobre PATE es menos marcado# sin que le 
afecten concentraciones inferiores a 3%. A p a rtir de este valor la
iablblci&% qu« es poco intense y euments de meners
suave a medida que lo Kace e l NOjK« Cuando esta sal alcsg 
sa e l 6% en el medio» la actlvidad PATE se ha reducido un 90% 
del valor correspondiente al testigo, que erece en el mismo me» 
dio fin  NO3K (fig . 14).
3. De lorm a contraria a lo ehservado en les dos casos anterl# 
res, el KO^K inhibe la actividad PTE# con distinta intensldad# 
cuando su eoocentraeion es in ferior a 4%, siendo de resaltar que 
la  masdma inhibicion corresponde a las dosis mas pequeAas. Por 
encima del 4% su electo es nulo o ligeram ente estimulante, incrj» 
mentando la actividad PTE en solo un 10% cuando la  concentracion 
de NO^K alcansa el 9% (fig . 19).
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c .. mrLUENClA DEL ION K* SOBRE LA PLANTA 
HDESPED PHASEOLOS VVLGARIS L._______
a. Cracim iento.
E l hecho de que la# flam ilU t de Pbaaaalua vulgarla aa da#ar%  
lien  an madios que eonHauan ccmcaetraaloea# dIatWme de KO^K 
(de 0 a 11 X 10"* M) no paraca in flu ir da manara dafiniUva an al 
grade da avolucl&i da la planta, aagun aa obaarva an la  Ag. 16, 
que praaanta al aapacto ganaral a lo# I l  diaa da parmanancla an 
invam adaro. Como puada varaa, apanaa bay difarancia antra 
la# diatintaa macataa qua craean caal por igual ccm Indapanda^ 
cia da au# disponlbilidada# an aala# da poiaaio.
Paea a aala idantidad da daaarroUo, puada aafialaraa alguna %  
tabla difarancia en au compoaicion quânica, difarancia que puf 
da aar raaponaabla da au comportainianto frente a la bacteria
patogana^âJESÎSEÈmEft •
b. Senaibili&kd a la infaccl&k.
La# planta# que acabamoa da daacribir toman al aapacto qua noa 
praaas^ la Ag. 17 a loa do# dfaa da aar inoculadaa c<w la bactg
La planta caranta da potaaio, aaf como la que contiana aata a |f 
manto an la proporcion nutriAva norm al, manlAestan una gran 
auacaptlbilidad a la inleccion por la  bacteria. Sin embargo,
.../
A o p e c to  de p la n ta s  de P h a s e  oins vulgaris L 
d e s a r r o l la d a s  sobre distintas concentracio 
aes de U O jK  (de  ia z q .  a d c î ia .  : 0; Z x  10"^; 
10-3; C X 10-3 y 15 X 10-3,'.;).X
7. « Plantas tratadas con dis tinta s concentra
c lo n e s  de NO  e in o c u la d a s  co n  K rwinia 
c a r o to v o r a  ( 4le iz q .  a d c lia ,  : o ; 2 x ]0~3; 
d' z l O- j ;  n X !Q-^ y 15 X
ri
dicba «uiecptililUdad empiem# a d iim iiiu ir a madlda qua U  cog 
caotraci& i da potaaio aa haca mayor an al medio. Em a l valor 
da 8 X 10 comianaa ya a iaiciaraa ana raaoclw  da raaia* 
tancia al patogano y aaif al aloanaar a l nival da 15 x 10*^M , la ta  
aparaca da form a total y daAniAvm por lo qua loa a&tomaa pro* 
pioa la anlarmadad no aa haaaa patenta#.
e. Abaorcion da potaaio, caloio y magnaaio.
Loa analiaia qua hamoa raaliaado para yalorar a l potaaio iacorpg 
rado a loa tajido# da la# diatlnta# planta#, indican qua au conta:^ 
do an a l medio nutritive condiciona au abaorcion y utiliaacion por 
al vegetal, Por encima da concantraciona# da NO jK corraapon* 
diantaa a 6 x 10~3 M a l potaaio ratanido an loa tajido# no aumanta, 
aunque lo haga la molaridad da aata #al an la aolucion da riago da 
la planta (Ag. IB ).
En la miama figura podamo# advertir como la abaorcion da calcio 
por loa tajido# #e va ligeram ente influanciada, an aantido inverao, 
por al potaaio, puaato qua a l awnentar e l potaaio an el medio die* 
minuya el calcio an la  planta*
En cuanto a la concentracion da magnaaio an a l vegetal, no pareca 
qua aata datarminada por aua diaponibilldadaa an potaaio, ya qua
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86 mamtieme praeticamanta «n e l mismo oivel a lo largo 6e toda la  
eaqperieacla, aunque las oscilaciones de NO3K alcansan valors# 
significativos.
d. CcMolenido en compusitoe organicos*
1. Asoeares lib res.
Los resultados que se ban obtenido por medio de las teonicas cromg 
tograûeas nos indiean la eadstencia de laetosa« sacarosa, glucosa, 
levulosa y xUosa» como aaueares libres en los tejldos do Pbaseolus 
vulaaris hV E l potasio segun puede verse en la fig . 19 parece 
que inûuye en el senUdo de dismlnucion de su contenido en la planta# 
es decir# a mayor potasio# menor concentration de asucares. Esta 
indication se deduce de la intensldad en el tono de las manchas# basag 
donos en ester igualadas todas las concentraciones de las muestras 
que se cromatograffan.
Estos anaUsis realiaados a p artir de plantas como las anterioree# pero 
despues de haber side Inoculadas con £ . c a r^ v o ra  no revelan prac% 
camente la presencia de nlngun tipo de aaucar# como podemos compx^ 
bar en la  ûg. 20# en la que solo puede apreciarse un leve residue de 
glucose y ailosa con el rastro que deja la muestra en su recorrido.
Se trata# por lo tanto# ée una diferencia que Jusgamos interesante en
C ro n ,a to g r a n  a de a s u c a re a  l ib r e s  en 
te j id o  3 a no de P h a s e o liis  v u lt^ a r is  L ,  
c r e c id s  co n  b » 0; 7 ”  4 x  1 0 ^ '  y  C '= ' 
15 X 1 0 ~ ^ ^ j'd e  i l G d f .
F lu 20. - C r o r r a to g r a n  .3 de a z u c a re s  l ib r e s  en
te j id o  de P h a s e o liis  v u lf . ta r is  L« in o c u la  
do c o n  S r w in ia  c a r o to v o r a  y  d e s a r r o l la  
do en  m e  d io  8 co n  1 = 0; 2 = 4 z  10“ '^  y 
3 -  lb  X iO ~ ^ M  de N O jK  (d e l d a l  9 te s  
t ig o B  de ia c to s a ,  s a c a ro s a ,  g lu c o c a , 
le v u lo s a  y  x i lo s a ) .
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la avolttciou dsl proceao ImfecUvo que expérimenta el vegetal cuando 
e# invadido, como en este caeo# por una bacteria Ütopatogena,
2. Suetancias reductoras.
Se ha demoetrado las suetancias reductoras ejercen un importa^ 
te papel en diverses aspectos é» la Üsiologfa de la planta. La inÛusjg 
cia del potasio sobre su contenido en los tejidos de Fh* vuli^arls  
ha resuUado ser tambien sl^dlicativa como podemos ver en la fig. 21.
Hasta un 4 % 10*^M de HO^K en el medlo # apenas si modiÜca el 
contenido de suetancias reductoras acumuladas en el tejido vegetal# 
pero sobrepasando esta dosis se m anifests un incremento notable que 
alcansa su valor miximo cuando el NO3K Uega a 8 x 10*^M y este %% 
lor se mantiene para mayor es concentraciones de la sal pot^sica*
En las mismas plantas# una ves Wectadas por E . carotqyoytL. se q& 
serva igualmente bastante estabilidad en e l contenido de suetancias 
reductoras para nivales de NO^K por debajo de % 10*^M. (F ig . 22). 
Cuando aumenta el NO3K disponible por el vegetal# hemos comprobado 
un descenso muy marcado en las suetancias reductoras que se hace 
siete veces menor para una cwcentracion de NO3K de 15 x lO^^M.
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3. Suslaaciat p#ctic&$.
Las sustaacias paeticas aa la planta dasempaAan uaa Imponaata 
fuaal6 % astructural y matabotiea.
Su eoataaido aa al tajido aaao da Phasaolus vulgsMa L . puada 
daeirsa qua apaaas sa aXtara con ralacioa al NO^K asdstaata an 
a l madio, como #a raflaja aa la F ig . 21 « domda los valoras corrqf 
poadiaatas a las plantas qua cracaa dispwiaado da NO3K aa can* 
tidadas difaraatas# no <dracaa difaraaeias notablas qua parmitaa 
establacar alguaa ralacioa ccmcrata antra ambos factoras.
Cuaado aa las mismas condicicmas qua astamos coasidarando, prg 
cadamoo a iafectar todas las plantas con g . carolovora y aaali%  
mos» aa al tajido anfarmo, las sustaacias pacticas axistaatas# nos 
aacoatramos con loo valoras qua aparacaa aa la F ig . 22, por lo 
qua sa puada acaptar qua a partir da 8 % 10** M da HO3K an al 
madio, al tajido aalermo axparimaata ua aumaato aa sustaacias 
pecUcas qua sa iataasiflca a madida qua sa alava la coacatdracioa 
da la sal potasica.
4. Amiaoacidos libras.
Sa ha Uavado a eabo ua astudio muy eomplato da estos compwax^s 
aitrogaaados da la planta, por al importants papal qua dasampaftaa 
aa su matabolismo y, muy espacialmaata, aa la s&tasis da protqj 
aas y aasimas vagatalas.
. . . /
Los aa&Usis eromaiogrilieos sa papal y aa aapa Haa daa rasult^  
dos analogos y mos coadueaa a aa coaoelmiaato coaUlaUvo da 
los amiao^oldo# qua axistaa an al tajido da jadia.
Las Figs. 23 y 24 raeogaa los rasaltados obtaaidos con muastras 
da jadia saaa y aalarxna raspaativamaata, qua haa cracido diapo* 
aiaado da coacaatracioaas craciantas da NO^K, eorraspoadlaatas, 
dal a t 1 al 5 raspactivamaata, a 0 ,2  x 10* ' 4  x 10**M , 
d X 10-3m y 15 % 10**M .
Las conclasionas qua puadaa daducirsa posaaa todas las lim itaoig  
aas iaharaatas al m^todo, por lo qua solo as raawahla saAalar la 
prasaacia da oaaa amiaoacidos qua sa rapitaa aa todas las muastras, 
aunqua aa distinta proporcion. La idaatificacioa da cada sustaacia 
sa haca taato por <Wtarmiaaci&x da su Rf como por comparacioa 
con uaa saria da patr<ma@ c<mocidos qua sa hacaa corrar aa al mig 
mo cromatograma. Asf, aparaca aa la Fig . 25, la muastra de 
judia saaa aa al a t 0 y da Judla aafanra aa al a t 13# cracidas a% 
has plantas en prasaacia da 8 % 10**M da NO^K, y entra allas 
coavaaiaatamaata colocada uaa saria da amiaoacidos para fac iliter 
la idaatificaciea de cada muastra. £1 mas Mgaro aximaa parmita 
iadicar ua iacramaato da amiaoacidos aa al tajido aalarmo, si bien
2 3 . -  A in o a c id o s  l i b r e s  en t e j i d o  sano de 
P l i r o e o lu s  v u b : ;n r is  L . que se d a s a r r o  
11? u is p o n ie n d o  de c a n t id a d e s  c re c ie n te s  
de :
2 _ . -  A'-,o'dnoacidos l ib r e s  an ta j id o  enteruu? de
A 'h a o e o lu s  v u lg a r i s  L .  de a. pue  a de in f e c t  ads 
c o r  E r w i n l a  c a r o to v o r a  , que se d e s a r r c l l a  
en c a n t id a d e  ■- c re c ie n te s  de NC -.iC.
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F ig . 2 5 . . Am inoacidos lib re s  en planta sana (O ) y 
enferm a (1 3 ) de Phaseoltts V u lg aris  L . 
desarroU adas en presencia de NO3K  
8 X 10-3 M.
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la expresion de estos resultados exigea el empleo de tecaicas 
mas précisas# per lo que se ha reeurrido a l aitalisadbr de 
amiaoacidos# al que se le proporcioaaa très muestras de judia 
•a n . y otras tr .s  d . Judla iafactada con E. carotovora . que 
correspoadea a las plantas desarroUadas en presencia de 
0#4 X 10*^M y 15 X 10**M  de NOjK en el medio. Los dates 
obtenidos por este procedimienio aparecen en las Figs« 26 - 31 
que se han obtenido utilisando concentraciones adecuadas de 
cada extracto# con el lin  de que la cantidad de m aterial aportado 
proporcione dosis de amino&idos que no ebbrepasen las posibi% 
dades del sistema de inecripcion grAica de que est£ dotado el 
aparato.
Por esta causa# y con el Un de lac ilitar la cwnparaciw entre 
todas las muestras# hemos efectuado en la TABLA 1 los calcules 
oportunoe# a Un de re le rir  las cantidades halladas de cada 
aminoicido a un peso unico de tejido vegetal# peso que Ixa sido
fljado en 50 mg.
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Amlsoaeido* #m SO mg« d# Wjid# fy##eo d#
■ghiM lftto (S) y «aitK ao (E ), cuaiide ##
d«Mrfollm ta  aa m W it e<m W trtaÊ t#  etaetatracloot* 
dt NO3K.
. ........ ...... ............... 4 »  10“* 19 X 18” *  .
S s S - z .
L itin a O.0O4TI 0.003# 0.0087 0.0843 0.0074
Hittiidiaa m
NH^ 0.2149 o.asis 0.1004 2.77S6 0.2308 0.9389
A rg ialat 0.04130 - 0.0S8I 00119 0.0049
Ac. a tp trtiee 0.04071 0.0302 O.037S 0.0338 0.1119 0.1990
T rto a ia t 0.01244 0.0064 0.0272 0.0087 0.0328 0.0149
S tria t 0.9044 0.0311 0.3277 0.0127 0.244 0.0487
Ac. gittt&aieo 0.03009 0.0S64 0.0424 0.0865 0.1399 0.1498
ProUnt # - 0.0103 0.0329 -
GUciot 0.0200 0.0062 0.0084 0.0191 0.0121 0.0241
Alaaiaa 0.03001 0. 020s 0.0234 0.0497 0.0449 0.0409
V tU a t 0.00354 0.0141 0.0110 0.0706 0.0197 0.0524
Ito ltttclaa 0.01333 0.0064 0.034S 0.0270 0.0078 0.0122
L tu c ia t 0.00904 0.0103 0.0220 8.0437 0.0074 0.0190
T ire tiiift - m m
F tn iltlta ln t 0.0034 m 0.0021 m
5. Kitrogeno tolal.
£1 conttaido en nitrogtao de las plantas saaas présenta el valor 
mas elevado en los estados de earencia y de concentracion 
ma de potasio en el medio, pero conforme esta cw centraclw  e% 
plena a subir, aquel desciende paolattnamente (F ig . 32). Todo lo 
contrario ocurre cuando el mismo analisls se efectua en plantas 
previamente infectadas con £ . carotovora. £n alias el nivel de 
nitrogeno es muy pequedo,respecto a las plantas sanas, en los ptj^  
meros estadlos de la enperlencia, pero rapldamente comienna un 
ascenso equilibrado a medida que el potasio presents en el medio 
aumenta (Fig. 33).
For lo tanto, tamblen aquf podemos eefialar una cierta re lac iw  entre 
el potasio del medio y el metabolismo nitrogwmdo del vegetal.
6. Proteinas.
Las proteinas végétais# se ban seflalado siempre como uno de los 
factors# decisivos en la defense que las plamtas puede desarroUar 
cuando se ven atacadas por cualqider mlcroorganismo patdgeno.
For ello, hemos realisado los analisls correspondientes y los resq| 
tados obtenidos se ban representado en las F ig . 32 y 33, que mues* 
tran el contenido proteico de las plantas de Judla antes y despues de 
ser inoculadas con 1 . cariMko vorA.
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e. de eaeimas pectolfticae.
Hueatro eitudio ee hm dlrigldo hacU la determinaci&i de la# eaalma# 
pectica#, feepweable# de podredumbre# que pueden exietir en le# 
tejide# de la planta» coneretamente de poligalactufenasa (PO)» 
pect&tetrmaaellmlnaaa (PATE) y peetintranaeliminaea (P TE ).
1 • En le que #e reliera a PG» #e ha eneontrado una aueencla total 
de esta ensima en teda# la# planta# saaa#» xnientra# que en la# en­
ferma#» adquiere alto# valore# que luege dieminuyen #egun aumenta 
la concentracion de potasio en el medio» como podemos ver en la 
Fig . 34.
2. En el eaao de PATE » sin embargo» no parece que el potaelo ig 
ûuya directamente» ya que segun mueetra la figura 35 » tante en la# 
planta# sanas como en las enferma#» se mantiene un nivel enaimatico 
practicamente constante a lo largo de la# diferente# concentracione# 
de p<^#ie. Solo en la# planta# inoculada#» #e observa un poquedo 
aumento de dicho nivel respecte al que se présenta en la# no inocul^ 
das.
3. E# digne de destacar» segun se puede apreciar en la F ig . 36» el 
notable aumento en el ccmtenido de PTE que manifiestan la# planda# 
inoculada* cou E . canttovora an taUclôa c«» la * plante* no W acteda*.
La mayor o menor cantidad de KO^K presents en el medio de desarrq 
lie  no parece tener intervencion en la s&tesis enaimatica del tejido 
vegetal» segân los resultados obtenidos*
. . . /
rtI
o
ao
M(ttt
'd
lU
%A
#I
S"«  
^  2
0
O
m
h
T -8
\\\\" '
UJ
V
(3
C
0
O
c
o
o
11
i!I |g|
o g
II
II
w;ÿ^x;
V)
o
ro
«M
h
o
%n
Ô o
'«m
o
C4
-i_
o
0 J G v a  /4 I I  0  V
«a
CO
f"  ' #
4im3m.
i; : ; : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : co '
Q)
T3
lt
# 9
\. W :\W
60
c
•o
o
%
k.
c
a>
o
c
o
O
lU !
'■■V » o tf>m
«M
W
_%_
O
u~
o
Cv
o
C4
O
G o'a
r)
I
o
lu
\  \\\
UJ
il GO
sW
U J w X\V
UJ
r
O
5
!. *g m
M
l i
0) !k |
g '
c
•o
"li<» g 8 
^ 0. "
o CL| «
C
O
o
«  œ •O rtlin u « dh CB
I
>0m
( À
•H
h
O
in
O
n
o
SCS C)C7
D. .  INFUtlENClA. DEL ION Ca*^ SOBRE EL  
MICROORCIANISMO PATOGENO.
a. Cracimientôa 
Eacordando caanto hema# ladicada ea el apartàdo de M aterial y 
Metodoif hemoe de laeietir acerea de la# limitacieaee <%ae preeeg 
ta la iacorporaei&i ée Ca al medio baee ea el <]ue iateata-
moe obeervar el eomportamieato de..j|^ ,„f.^yo^yor^a.. La aatanü^ 
ma del l6a Ca^^ provoca uaa eerie de precipitacioaes eoa loe co% 
poaeate# del medio# tanto por la lo rm ac i^  de male# iaectt\ble# eoa 
las suataneias inorganieaa# como por la formaeion de peente# de 
union entre moleculas peclicas. Ello créa c<nno coneecuencia no 
eolo dilicultade# en el erecimiento bacteriano# eino tambien a nivel 
de medidas lotometrica# en el Spectrwic. Por lo tanto# nom hemoa 
vleto obligadoa a preacindlr de concentr acione a elevadaa de 
(NO^)^Ca y utUimar como maxima la de 2%# por mer la que présenta 
muy auavinadoa les inconvenientea que acabamoa de indicar.
Los resultados que correaponden a la intervencion del (NOj)^Ca 
en el erecimiento celular «parecen en la F ig . 17
y revelan la gran aeneibllidad que la  b a ^ r ia  acuaa ante au preaencia.
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b. de eoeimae pectolâicae«
Son la# tree enaimae, a la# %ue hemoe aludido en el caeo del polaeio# 
lae que aamoe a coneiderar en cnanto a la intervencion que el 
*****^ P®' g . cagotovara.
l .  La Fig« 38 mueetra que 0# 25% de (NO^)gCa en el medio ee ya 
capae de redueir en un 15% la enaima PG# y eete efecto inhibidor 
alcanaa el 85% cuando la concentracion de la eal ealcica llega al 1%.
2 .3 . En el caeo de la enaima PATE# baeta un 0# 5% de (N O j)2Ca 
en el medio de cultive para que la inhibicion de la enaima alcance 
el 70%# como ee obeerva en la Fig , 39# que mueetra# por otra parte# 
reeultadoe baetante concordante# con loe de la F ig . 40 correepondieg 
te a la inhibicion ejercida eobre PTE# inhibicion que alcanaa el 58% 
para la miema concentracion de 0# 5% de (N0 ^)2Ca.
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E . tNTLUENCIA DEL ION C*$* SOBRE LA PLANTA
HUESPEP. PHASEOLDS VDLQAïUS L .__________
Crècimiento.
No hmy d# al eoleio e# u&o de loe elemeetoe eoye pyeeeg 
cia en el medio ee aoiea de lorm a muy oeteaeiMe eoWe el creci« 
xniento de iph. ynalgae^e lf>».. como puede eompro^aree pot la F ig . 41. 
Una coacentcaciân alta de inteeviene de forma negaUva en
el deearroUo de la planfa# inclueo en mayor grade qvie lo hacen do» 
aie a nivel carencial. Por loe reeultadoe que preeentamoe, ee la  
concentracion de 4 % lO^^M de (NO^)^Ca la m it  eÛcaa y beæ fi* 
cioea para el erecimiento de Ph. Yuleayie h»
b. Senaibilidad a la infeccidn.
Cuando lae planta# eometidae a dietiatoe tratamientos con (NO^)2Ca 
ee inoculaa con la bacteria E* carotovora. eu emnportamiento ofrece 
un notable interne. La F ig . 42 refreja el reeultado del enperimento# 
por el que podemoe admiUr que lae planta# deearroUadae en preeen* 
cia de concentracionee de (K02 )^Ca euperioree a 8 x lO^^M mues- 
tran un caracter reeietente frente E . carotovora. que no acuea el 
reeto del experlmimto« ya que a concentracionee por debajo de la  
mencionada existe una marcada senaibilidad al ataque por la bacteria# 
tan marcada que la planta enferma a lae 24 -  48 horae con leeionee 
que #e van generalinando baeta ocabionar ima total deetruceioa.
Por lo tanto# el calcio parece tener alguna intervencion en el eietema 
de defenea que deearroUa la planta.
F i / ,  4 1 . -  -A spec to  de p la n ta s  de ju d ia  que se d e s a r r o l l a n  
en un r n is m o  n  e d io ,  p e r o  co n  d i s t i n t a s  c o n c e n  
t r a c io n e s  de ( N O ^ ) 2 C a (de  i%q. a d c h a .  : 0;
2 X 1 0 -3 ;  4 ^  J C - I  o X 10 -3  y  15 X
A s p e c to  de p la n ta s  de ju d ia  que se de : a r r o l l a n  
en un r n i s r / o  n  e d io ,  p e r o  co n  d is  t i n t a  s co n c e n  
t r a c io n e s  de ( N 0 ^ ) 2 C a  y  d e sp u e s  de h a b e r  s id e  
in fe c ta d a s  co n  E r w i n i a  c a r o to v o r a  (de  iz q ,  a 
d c h a . :  0; 2 x  10 “ ^ ;  4 x  1 0 " 3 ; g % 10"3  y  15 x  10 ” ^
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Contenido en potasio* calcio y magnésie en el tejido de Ph. vnlgarie L . 
desarrollad en presencia de concentracionee crecientes de (NO^)2 Ca.
104.
C , Absorci&a d# potaelo# calcio y magnoeio.
E l contmüdo ea y Ca^* y del tejido vegetal #e realiao en
fes dilerentes lotea de plantas por el metodo ya descrito anterior- 
mente. La Fig. 43 mueetra como el calcio incorporado por loe tejidoe 
de lae plantas guarda une relacion directe con el calcio contenido en 
loe dietintoe medioe nutritivoe empleadoe. Tambien ee de destacar 
que junto al aumento progreeivo de la concentracion de calcio# ee 
présenta una dieminuclén en lo que ee rellere al contenido de potaeio 
en el vegetal* ain embargo, el magnesio no présenta ningona m odifi- 
cacion y eu concentracion en la planta ee mantiene practicamente 
constante* pose a las dietintar concentracionee de calcio en el medio 
dondc ae decarrolla.
d. Ccmtenido en compuestos organicoe.
1. Aaucaree libres.
Loe numeroeoe analieie cromatograûcoe que hemoe realiaado# nos 
han preeentado como anâcaree libre e# componentes del tejido vegetal 
a# lactoea# eacaroea# gaUctoea# glucoea# levuloea y xiloea.
La Fig. 44 corresponde a un crmnatograma de tree plantas eanae 
(n@ 1 • 3) y otrae tree enfermas (nG 4 - 6 )  cultivadae con cax^idadee 
crecientee de (NO^)2Ca« Como en todae lae mueetrae ee ha procu- 
rado utiUear la miema cantidad de m aterial vegetal# podemoe se%  
la r que lae plantas eanae son m£e ricae en aaucaree libres que lae 
enfermas# y que eetoe aaucaree en el tejido eaao eetaa en raaon %  
versa al contenido en calcio del medio.

1 9  3  La Sa Oa 01 L v  X y  4- ' 5  6
î ;
F ig . 44. •  A eucares libres# présentas en plantas 
I sanas (1 *3 ) y enferm as (4 -6 ) de
Phaseolus vu lgaris L . desarrolladas  
en concentracionee crecientee de
I (N O j)2C a.
» t « ' > •
■ u  ' ' ‘
r
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En cuanto a la# planta# Infactadas# hamoa 4a hacar notar una dlaming 
cion# an general# de su# aaucaree con relacion a las sanas. Por otra 
parte# cuando la planta infectada no llega a enfermer# sus aaucares 
Canaan un nivel mas alto que en aqoellos csm aonas lesiwadas y destrqj^ 
das# aunque manteniendose por debajo del que corresponde a los lotes 
no infectados.
2, Sustancias reductoras.
E l contenido de sustancias reductoras tejido# sanos de Phaseolus 
vulgaris L .. se mantiene dentro de los mismos valorem# con indepej^ i 
dencia del porcentaje de calcio en el medio donde se desarroUa la pla^ 
ta. A b i  se refleja en la figura 45 donde to dos los valorem oscilan alr<  ^
dedor de 70 ug/g. aunque el contenido en varia de 0 a i3alO *^M .
En el caeo de que los tejidos hayan sido infectados por E . carotovora. 
su contenido en sustancias reductoras tiene valore s que no difieren 
cho de los que corresponden al tejido sano# sobre todo cuando la planta 
se desarroUa en un medio con altas concentr acione s de Ca. En los cjt 
SOS en que estas concentracionee de calcio no Uegan a 10*^M# se obse£ 
va una tendencia a disminuir las sustancias reductoras# que Uegan a 
mostrar valorem hasta de 45 ug/g. (F ig . 46).
3. Sustancias pecUcas.
E l papal e structural de las sustancias pectieas como ccmstituyentes de la 
pared celular# y la intervencion directs del ion Ca^f en la formaeion de
diversos compuestos pecUcos# hscen de gran inter## los resultados 
que hemos obteaido a partir de los correspondientes analisis.
En la Fig. 45 podemos ver como para una concentracion de calcio 
de 2 X 10*^M# ee origina un maximo ea el contenido de estos com­
puestos celulares# para inmediatamente emprender un fuerte des- 
censo hasta 8 x  10*^M donde se atenua notablement# y de esta lo£ 
ma alcanaa el punto correspoadieate a 15 x 10*^M de (NO^)2 Ca 
en el medio.
Si ahora nos dirigimo# a la Fig. 46, donde se represeatan los rg 
sultados de los aoAisl# referentes a dichas plantas infectadas con 
E. carotovora. vemos como el aumento en el contenido de susta^ 
cias pecticas se réalisa de una forma suave y prograsiva ea les 
tejidos infectados, paralelamente al incremento en la concentra­
cion de calcio que se da en el medio.
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4. Amiaoacidoa libre#.
De le miema fo m e que en la experiencia de potaaio» aquf tambien 
vamo# a exponer primeramente lo# reaultadoe coaaiguiente# a le# 
diverse# estudio# crmnategraûeos que se ban eiecWade. Le# corrq# 
pondieate# a la crematogra^Ta en plaça lina y sobre papel aparecen 
condensado# en la# Figs, 47 y 48, que representan respectivamente 
la# secuencia# de planta# sin inoculer y despue# de ser infectada#.
La dilerencia fundamental entre amba# ne estriba en la presencia de 
diferente# claae# de aminoacidos, sine principalmente en la mayor 
o mener concentracion en que se encuentran presents# en la mue#- 
tra .
Per elle, el analiaador de aminoacido# vino a resolver y aclarar ej^  
te problème, ya que mediante la# pruebas efectuada# en el obtuvimo# 
re#ultados cuantitativos précisés, que se refiejan en las grafica# de 
la# Fig#. 49 -  54.
Para la interpretaclon de estas graficas es precise tener en cuenta 
que se ban obtenide a p artir de concentraciw e # de m aterial que ne 
son idénticas para tedas las muestras, ya que per ser distinta su 
riqueaa en aminoacides, la tecnica exige uUlisar cantidades eompreji 
didas entre determinados lônites. Per esta causa, y con el fin  de 
hacer mas facil la interpretaci&i, présentâmes la table numéro 2, 
en la que aparecen la# cantidades de aminoacides referidas a 50 mg. 
de tejido vegetal. Puede verse per alla que con excepcion de Usina 
y arginina, todos les dema# aminoacido# disminuyen en le# tejido#
.../
4 7 , -  c r o n  3 t o g r a f i c o  de a i iû n o â c id o s  en
p l a n t a i  ds ju d ia  sana , d e s a r r o l l a d a s  en rn e -  
d.iü': co n  0; 4 X 1 0 "^  y  15 x  10“ ï^vX de ( N O j ) 2 C a . 
( L o g  n m r e r o s  4 - 1 4  c o r r e s o o n d e n  a t e s t ig o c ) .
i  . 4 - . -  /  n a l i c i c  c r o n  a to g r a f i c o  de a m in o a c id o  s e x is te n  
te  G ea p la n ta  a de ju d ia  e n f e r m a ,  d e s a r r o l l a d a s  
en r r .e d io s  co n  c o n c e n t r a c i o n e r, crecienteü de 
(NCO)^Ca.
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Am iiM »£eid& i #a SO m g* d# tg jid o  itm ê to
•»»« W  r  (e ) cuaado
## de##yrel%» em im m#dW ce& dlf#r#aW# caecwtrs -  
ciome# d# (NO j)2 C«.
C «ae.4i (N O ,),C » tM ) . .............0  .......... 4 *  10" )
s . -E ....... 8 ...- -E . ...... -...s .........
Likina 0.0089 0.0459 0.00948 0.0252 0.0133. ).0128
Histidiiui - - # -
N H j 0.3130 1.851 0.391 1.141 0.348 1.321
Arginüun 0.0459 0.0927 0.0992 0.0885 0.0724 1.0898
Ac. acpartico 0.1091 0.260 0.1484 0.245 0.1001 8.356
Trcoaiaa 0.1407 0.1941 0.1489 0.141 0.0561 8.1398
Serina 0.4784 1.510 0.801 1.541 0.287 8.809
Ac glntamico 0.0958 0.321 0.104 0.18) 0.0261 0.161
P rd ina 0.0049 0.234 0.0781 0.230 0.000941 0.0286
CUcina 0.0243 0.0891 0.01673 0.0468 0.00906 0.0214
Aianina 0.1239 0.355 0.132 0. 20)8 0.0466 0.094
Valina 0.1615 0.6781 0.1329 0.416 0.0477 0.184
Isoleuclaa 0.1097 0.484 0.0849 0.276 0.0249 0.135
Lancina 0.1028 0.550 0.0911 0.340 0.0223 0.133
Tiroaiaa 0.0079 0.02175 0.00652 0.0144 0.00366 0.00438
Faailalaaina 0.0084 0.1512 0.00928 0.124 0.00745 0.01168
sanoe # an raiacion con al aumai^o da calcio an al madlo. Cuando 
al tajido as anfarmo« tambian la eoncantracion da aminoacido# diji 
minuya con al aumanto da calcio# a axcapcion da acido aapartico 
Y proUna.
5. Nitrogano total.
E l nitrogano total prasania an plantas da jadia sanas# aomatida# al 
tratamianto corraspondlanta da calcio# #a haca patenta an la Fig . 55. 
En alla vamo# como a pa#ar da un paquafio aumanto #a produce 
para una concantracion da d % 10*)m# al contanido an nitrogano dal 
vagatal #a mantiana dantro da uno# l6nlta# muy aatrachoa. Esta 
ragularidad #a rompa cuando astudiamo# la# muastra# da planta# 
inoculadas con al patogano. ya qua# como aparaca an la Fig . 56. 
al mayor contanido da asta alamanto #a da para 2 x 10*)m  y a 
partir da asta concantracion ampiasa a dascandar paulatinamanta 
hast# llagar a un minimo an 15 x 10*^M da Ca,
E l aumanto ganaral qua aaq>arimanta al nitrogano an lo# tajido# 
infactado# raspacto a los sanos# junto a la dismlnucion qua sufra 
conforma aumanta al contanido an calcio# qua por otra part# a# 
paralalo a una inhibieion da lo# sintoma# da la anfarmadad# son 
hacho# a vidantes qua habra qua considarar posta riormanta.
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6. P foW W e.
Como aparoco an la Fig. 55, la coneentraci&i da prolaiaaa an al 
tajido da planta# da Judii^ oiraca muy ligara# variaciona# c w  
lacion a la canUdad da calcio axiatanta an al madio donda #a eul* 
tivan, aolo podamo# aallalar nn aumanto muy ligaro an proporcion 
diracta al calcio.
Cuando #a trata da planta# anfarma#, puada obaarvarae an la F ig . 56 
un paralaliamo antra a l contanido an protaina# y an nitrogano, con 
ralaci&a a la concantracion da calcio an al madio. Exiata una ma* 
yor cantidad da protaina para la concantraci&n 2 % 10*^M da 
(NO^JgCa, y para mayora# eoncantiaciona# aparaca una di#min£ 
cion paulatina paro continua.
a. Sfntcai# da anaima# paetolftieaa.
Como nota cwnun a la dotaciw anaimatica da Phaaaolua yulaaria L ,. 
hamo# da aallalar qua an la# condiciona# y fa#a da daaarrollo qua 
as W liaada, no #a ha ohaarvado una actividad daatacabla da 
anaima# pactolftica#, qua por el contrario aparaca an al caao an 
qua la planta baya aido infactada por E . carotovora.
1. La Fig. 57 eorrasponda a la valoracion da poligalacturooaaa 
y, como puada versa, présenta valora# para al tajido anfarmo qua 
son mas alavado# cuanto mas bajo# lo# ni vale# da calcio an al madio.
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2. For e l eontrario* la eneima traeelim inatlva PATS aparjg 
ce cuando la planta eeta enferma # en cantidadea que oecllan entre 
Im iitee muy prmdmoe# ein que guarden relaclon eon la proporcion 
de calcio diapcNtiible on el medio (F ig , 58),
3. La Fig . 59 mueetra lo# reeultado# de la determ inaciw de 
FTS , en plantas de judia desarroUadas en medio# con diferente# 
concentraciones de (N O j)2Ca. E # if claro que la iaHuencla del 
calcio no esta estrechamente vincttlada a #u concentraci&s# aunque 
cabe resaltar que una molaridad en (N O ))2Ca de 15 % 10*^M pro­
duce inhibiciân de la enmima en los tejido# emfermos.
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F . INFLUraiClA DEL ION M g** SOBRE EL 
MICROORGANISMO FATOQENO.
ERirW lA  CAROTOVORA._______________
». Cr»elmi»nlo.
Pa»* «atodlar al cracimianto da E«»tai« ea*otoi«.« baJo la  
iflAiMnci» de mmgaeeiOg hemee teaido que em plier I» g»m» de 
coaceatracicmes que hast» ahora veaiamoa empleando ea aaeg 
tra t expefleaciasg ya que aegua pedemee ver ea la Fig . 60, 
este ion determlaa uaa iahlMcioa del crecimleato bacteriaao 
que aolo Uega a aer total para valorea auperiorea a 9% de 
SO^Mg ea el medio.
La iahibicioa avaaaa progrealvameate y aaf alcaaaa ua 32% para 
uaa cmceatraciéa de SO^Mg de 6% y ae aceatua haata 58% coaiuio 
la aal Uega al 8% ea el medio de cultivo. Caatidadea bajaa del 
elemeato ea eueatioa ao pareeea modiUcar el crecimleato de la 
bacteria.
b. Sfateaia de enaimaa pectolAicaa.
La preaeacla de SO^Mg ea el medio de cultivo, ocaaioaa una 
iahibicioa ea la a&teaia de easimaa pectelAicaa oor  E ro ia ia
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1# Segua U  Fig. 61 batia una concantracion do 0# 9% 
do SO^Mg para quo la a&toaio do PG oo roduaca al 90% y cuag 
do la oal alcansa un porcontajo do 2# la inhibici&i lloga a un 80% 
roflpocto a la  quo eorroopondo a un cultivo on ol modio normal 
oin adici&i oxtra do magnooio.
2. Loo rooultadoo quo oo obtionon on ol caoo do PATE 
son baetanto oimilaroo a loo quo acabamoo do doocribir. Como 
puodo ^oorvaroo on la Fig . 62 baata un 1# 9% do SO^Mg on ol 
modio do cultivo# para quo la actividad onsimatica oo inhiba hag 
to un 70%# inhibieion quo oo acontua bruocamonto a modia quo 
aumonta la proporcion do magnosio.
3. Cuando eonoidoramoo la otra onnima tranooliminativa# 
PTE# ol olocto inhibidor quo ofroco on ou o&tooio la proaoncia 
do magnooio quoda roûojado on la Fig. 63. Eo monoo inlonoo 
al ooAalado on loo caooo antorioroo# poro igualmonlo coxnploto 
por incromonto do dooio.
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G. INFLUENCIA DEL ION M g** SOBRE LA PLANTA 
HUESPED. PHASEOLUS VULGARIS L .__________
a. Cracimiaato,
E l «studio sobvo «1 eroeimioato de Phmeeolu# vulgayie L# bejo 
el Ivatamiento de magaesio y eu les c<mdiciofies y forma que ya 
se ha descrito» aoe ha Uevado a los resultados que aparecea clar^g 
meate eapresados ea la Flg* 64. Ea ella vemoa cw io eatre todas 
las macetas se slgue ua desarroUo hastaate uaiforme# sia alaguaa 
alteracioa apreciable que afeete a la altura o al grosor del tallo  
o de la hoja# o ea geaeral ai aspecto total de la plaata*
b. Seasibilidad a la iafecciw .
Las plantas que acabamos de describir, desarroUadas dispoaieado 
de dilereates coaceatracloaes de magaesio# fueroa infectadas coa 
la bacteria Erwinla carotw ara y traaacnrrldaa Z4 faoraa, todaa 
ellas acusaron s&tomas de eafermedad# con ablandamiento de %  
Jidos# perdida de consisteacia # y destruccioa compléta# tal como 
aparece en la Fig« 65.
Se puede» por cmisiguieate# aceptar que la presencia de magaesio 
ea grandes coaceatracloaes ao altera la seasibiiidad de plantas de 
Judia para las alteracicmes que ocasioaan microorgaaismos pato- 
geaos# como Erwiaia carotovora. Cualquiera que sea la coacea- 
tracioa de este elemento ea el medio# ao decide aiagua cambio aq 
table ea la respuesta de la planta# que signe sieado la misma que 
cuaado se desarroUa ea un medio careate de magaesio.
. . . /
F ig , 6 4 ,-  A specto de plantas de jiidia que crecen sobre 
un medio con cantidades crecien tes de SO^Mg, 
(de izq, a dcha, : 0; 2 x 10"3; 4 x 10"^;
8 X  10-3 y 15 X  10‘ ^M).
F ig , 6 5 .-  A specto que presentan las plantas de la 
figura anterior despues de ser infectadas 
con Erwinia carotovora*
n\
c. Abtorciâft do pola«io« colclo y magnoolo.
La coiicantraci&i d# magnaalo an ai madio ao datarmiaa un mayor 
podar da tu arimUaoioo por la planta# aagun quada raflajado la  
F ig . 66, aunqoa af altara# a datarminadaa doaia la abaoreloa da otroa 
alamaatoa como potasio y calcio# qua varfa eoncratamanta para la# 
concentraciona# da 2 x 10*^ y 4 x 10'*^M da SO^Mg an al madio.
d. C<mtanido an compoaato# organicoi.
1. Aaueara# libre#.
Lo# raaultado# obtanidos madiaata la# tacnica# de cromatogralfa 
no# muaatran lactoaa# #acaro#a# galacto##, gluco#a# Iructoaa y 
xilo#a# como aaueara# componanta# da lo# tajido# dal vagatal. A #f 
aparaca an la  Fig. 67# donda la# mancha# corraapondianta# a planta# 
inocttlada# (nfi 4 - 6 )  paracan praaantar un mayor eontanido da aa& 
cara# an general raapacto al da la# no inoculada## #i axcaptuamo# 
al ca#o da la glueosa que aparaca con m l# intanaidad an lo# axtrajg 
tos da planta# #ana# (n& 1 -  3).
Puasto que toda# la# muaatra# aa rade ran a igual cantidad# an pa#o 
de tajido vagatal, #a puada aaftalar un ligaro aumanto an lo# aaueara# 
libre# con ra laciln  a la c<meantracion da SO^Mg an al madio da 
daaarroUo da la pla^Aa.
\O)
IO
m
-  CO
a
CD
*S
s
I
g
•s
I  
§
»s
00
I
V  «
J  SIO D
s g g
9«DO
A
8I
il
Ü ’O
o
nO
tô•«4
e } u  e I d e I u  a ' o u o q

8 3 La Sa Oa 01 X y
»# # «
e
#
l
F ig . 67. •  C rom atogram a d e  axucares lib res  
en planta# sanas (1 *3 ) y  enferm a#  
(4 *6 ) de Juedia, que #e deearro llaa  
reepeetivam ente en un m edio con O; 
4 m 10-3 y 15 X lo - ÏM  d# SO^Mg.
2, SustancUs reductoras.
Las auatancias raductoras conlanidas an lo# tojidos no ialoctado# 
da Phaaaolwa vtdaart» L . aagm* loa raaultadoa obtonidoa *  par­
t ir  da los eorraspoadientas an ilis is raalimados, se eacueatraa 
r#pt#sealado# en la Fig. 6S» donde obaervmmo# un ligero aumeg  ^
to de diebo# eompueato# en raeân directa al incremento de mag* 
neaio ea el medio.
Cuaado eate eatudio ae efectua aobre extractoa procèdent## de 
plantas inoculadaa con Erwinia carotovora. la# auatanciaa re 
ductoraa experimentan un deacenao baata la concentracion de 
4 X 10*^M de magneaio en que inician un auave awnento que 
llega a su maximo para 15 x lO’ ^M de SO^Mg, Èatos resultados 
ae redejan en la F ig . 69.
3. Suatanciaa pecticaa.
E l magneaio aegun los reaultadoa que présenta la F ig . 68 , no 
ejerce induencia patente aobre el uivel de auatanciaa pecticaa 
en plantas aanaa de Ph. vulafaria I> .. ya que eate ae mandene 
constante a pesar de laa diatintaa concentracion## de dicho 
elemento en el medio.
Esta falta de accion ae puede extender practicamente a laa m ij| 
maa plantas, una vea inoculadaa con Erwinia t^ e W ro ra  . pueato 
que loa reaultadoa que preaentamoa en la Fig . 69# indican dife - 
renciaa muy ligeraa que no pueden aceptarae como aignidcativaa.
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4« Am iiioicido* libre#.
Lo# re#iiltatdo# obtealdo# por cromefografta de papel y cap# fUia  ^
coiaciden en revelar de 12 a 13 aminoacido# en el lejido de pla% 
ta# de Jttdia #ana# y de#ar#oUada# en medio# con dietinta# canüdade# 
de SO^Mg. Por la F ig . 70 puede apreciaree la eecaea dilerencia eg 
ire  la# mue#tra# uUlisada# #in que #e alcance la pre aencia de detalle 
neceearia para eatablecer dato# de caracter eigniAcativo.
Lo# analiei# obtenido# deapoe# de en£ermar la planta aparecen en la 
Ûgura 71» donde adema# #e acompalla de ima aerie de teatlgo# para 
la ma# lac il identificacion de cada uno de lo# aminoacido#.
Como en caao# anteriore#» tambien aquf bemo# cwnpletado el ana%i 
sis de aminoacido# libres# recurriendo a la tecnica cuanHtativa del 
analiaador. Las muestra# empleada# ban sido la# eorrespondien* 
te# a tre# tratamientos# concretamente al que carece de magneaio 
y a lo# que diaponen de SO^Mg en las concentracionea de 4 x 10-3 
y IS X 10*3m . Se ban empleado igualmmte extracto# procédante# 
de planta# sana# e infectadas con Erwinia carotovoma .
Lo# resultados de toda# esta# experiencia# aparecen en la# Fig#. 72 
77# debiendo sedalar que no son directamente comparable# entre sf# 
ya que la cantidad de m aterial inicial empleado en cada ensayo no 
e# identico# por haber sido impuesto# segm el caso# por la sensil^ 
lidad del aparato. Esta e# la raami de que presentemo# en la Tabla 3
. . 7
Fig. 70, - Analisis cromatografico de los aminolicidos 
en Judia sana# desarroUada en medios con 
cantidades crecientes de SO^Mg.
Fig. 71. - Aminoacido# existent## en tejido enlermo de 
Judia que se desarroUa en medio# con 0;
4 X  10-3 y 15 X  10*^ M de SO4M#.
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AmUnf^eidùê em 50 mg. d# t*Jldo l r ««€0 d$ Ph%##8la#
vnlg»yi» ftano (S) y ealttraio (E ), euaiide #e de#&yroM& #m ua 
dio can difereate# coaetatvrnciimaa dt SO  ^Mg.
•3 -3
S s E
Liuina 0.0012 0.0196 0.0013 0.0027 0.0057 •
Hiatidiaa - 0.0026 -
NH3 0.0705 0.8575 0.0698 0.2487 0.2426 0.08031
Arginiaa 0.0177 0.0549 0.0063 0.0037 0.0289 *
Ac. aspartico 0.0149 0.4923 0.0120 0.0362 0.0399 0.0074
Traoaiaa 0.338 0.2070 0.0203 0.0124 0.0608 0.00314
Seriaa 0.2094 2.6819 0.1352 0.0355 0.3986 0.0270
Ac. glulamico 0.0204 0.0980 0.0134 0.0090 0.049 0.00393
Proiiaa 0.2217 - a 0073
Gliciaa 0.0030 0.0266 0.0019 0.0036 0.0085 0.00142
Alaniaa 0.263 0.1398 0.0150 0.0079 0.0498 0.00367
Valina 0.0245 0.3188 0.0149 0.0122 0.0538 0.00475
Uolauelna 0.0387 0.2532 0.0180 0.0096 0.0201 0.0020
Leuciaa 0.0407 0.3753 0.0169 0.0100 0.0143 0.00192
Tiroaiaa 0.0022 0.0080 -
Faailalanina 0.0043 0.1216 0.0012 0.0026
un resumea numarlco da la  cantidad da aminoacido# analisado# w  
toda# la# muaatra## paro rafarido# a un paso unico da tajido da plaji 
ta Iraaca# ya #aa #ana o anlarm a.
5. Nitrogano total.
E l nival da nitrogano qua ancontramo# an planta# #ana# da Judia a# 
conaidarablaxnanta bajo y adama# no sufra modificacion alguna pa#a 
al aumanto prograaivo da cm&cantraci6i da magnaaio qua #a da an al 
madio (F ig . 78. ).
Cuando sa trata da planta# anfarma# sa han obsarvado algunas Ûuctug 
cionas an los nivalas da nitrdgano# sagun las diaponibilidada# da mag­
na #io por a l vagatal. No obstanta# la# dilarancias no guardan ralacion 
directa con la prasancia da magnasio# puasto que los valora# mas ala- 
vados an nitrogano corraspondan a la# c antidada# maxima y m &im a 
da SO^Mg an al madio. (F ig . 79).
6. Protainas.
E l eontanido protaico dal vagatal sano no se va muy altarado por la  
prasancia an mayor o manor abundancia da magnasio an al madio; solo 
sa haca notar una ligara subida para lo# maximo# valora# da asta a la - 
manto# como #e rafla ja  en la ügura 78.
Cuando #a trata da planta# infactada# por Erw inia carotovora . la e#£ 
tidad da protalna qua obsarvamo# en #u# tejido# anfermos# alcanna
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vaior«6 muy muperWree & los corroipoadioutof on pUntat sana#. 
Dichos valorost cwno indicamos an la Ugora 79# no guardan da* 
pandencia alguna con la ccmcantraci&i da magnasio qua puada axijg 
t ir  an a l madio dw&da sa dasarrolla la planta.
a. Sitttasis da ansimas pactolAicas.
1. Las datarminacionas da poUgalacturonasa an plantas 
da judia sanas# dasarroUadas sobra un madio eon distintas cnncag 
tract onas da magnasio# nos han proporciwado los datos qua prasagg 
tamos an la F ig . 80# y qua e^iflrm aa la  ausancia da asta anaima an 
las condicionas safialadas.
Contrariamanta# cuando al tajido anfarma la prasancia da PG sa 
m anifiasta claramanta# paro sin oseilacionas inducidas por la  dig 
ponibilidad an magnasio por la planta.
2. La sôitasis da PATE an judia dasarroUada an madio 
carante da magnasio as nula# paro a madida qua la  planta dispona 
da cantidadas craciantas da asta alamanto# sa adviarta la prasancia 
da asta anaima# qua adamas lo haea an mayor grado cuanto mayor as 
la  cantidad da magnasio an a l madio.
Daspuas da anfarm ar la  planta# al incramanto da PATE as notable 
y puada sar astimulado por datarminadas concantraeionas da magng 
sio. ( Todo alio as raproducido an la F ig . 81).
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3. E l cm#o de la o ira enaima traaaelim iiiativa PTE, guatda 
gran iidelidaâ cou loa reaoHadoa acabaxnoe de reee&ar, eomo 
puede comprobaree cou lo i datoe que aparecen ea la  F ig . 82# que 
8on muy eemejaatee a lo i obteaidoi para PATE,
IV , 0ISC0SIOH 
###«*######
IV  .  DISCÜSION
A, .  ALTERACIONES EN EL PATOGENO ERWINIA 
CAROTOVORA PRODÜCIDAS POR LA PRESEIJ 
CIA# EN DISTINTOS NIVELES# DE NOjK#
ÜiW&Se I.SSaMe> m m  MWm9
La importacia de la autricion a todoe loe aivelee# taato coa re lf 
cioa ai hueeped como respecte al patogeno# ha side recoaocida 
coa léecuencia ea loe casoe de iaterrelacioaes entre vegetal y hea 
gos* Podemos cltar las experieaclae coa Rhiaoctoaia solaai y 
Gosyplum hirsutum# debidas a Wenihold et al (146)# loe trabajoe 
de Moore et a l, coa Veathria teaiue y Pythium (83) loe de Johuetoae 
(63) coa Veaturia inaequalis y maasaao# etc, etc*
Taxnbiea# auaque coa meaoe Irecueacia# aparecen alguaoe trabajoe 
que se refierea al iateree de la nutriclon ea el deearroUo de enlex 
medadee ocaeioaadae por bacteriae, Baeta recordar lae investigg 
clones de Oallepy y W alker (41)# y Matthee y Daines (79) entre otras#
.../
que puatualieaa como la eueceptibiUdaâ de alguna# planta# a det#x 
miaada# enlermedadee puede m odillcaree iatroducieiido cierh»# 
camblo# en la nutricim *
Por nueetra parte# vamoe a ocupamoa# en prim er lugar# de la# 
teracione# que bemo# obeervado en el patogeno bacteriano que conj 
tltu jr, a l caatro da aata trabajo: ffnU nft T lfT tlT fffl Y P**** • “ « «%  
eideraremo# lo# do# aapecto# fundamental##. £#to# aspecto# #e 
reûeren concretameate a su# poaibilidade# de m ultiplicaci& i celula% 
por une parte y# por otra# a la  #6 te#i# de eneima# que #on capace# 
de lesionar loe conetituyente# de la  planta,
a. M ultiplicacion celular.
Reepecto al crecimiento de la  bacteria en re lac lw  a l medio de cul^  
vo# bemo# de recordar la  atenciom que ha merecido eu eatudio en 
distintoe laboratorio# (116)# (126)# (136)# caei eiempre #e ha cog 
eiderado eepeciaUnente la# luente# de carbono y nitrogeno# m ientrae 
que la  inHuencia ejercida por elemento# minerai### por e l contrario# 
no ha merecido gran atenci&i# aparté de lo# trabajoe de Kichola# (91).
Por lo reeultado# que noeotro# hemo# eefialado# podemo# deetacar 
la  acciwi eapecAca del calcio en la  evoluciw  de un cultive de
Ë lS rifllte i.......................... ..
.../
Eu ein duda, de todos loe elemento# probedos# el que alecte en 
mener doei# el deearroUo de la bacteria, eeguido por el potaeio 
y magneeio. Las alteraciones en el tiempo de generaclmx de la  
bacteria son explicable# por la funcion eapecAca de cada elemeg 
to, que aeimiemo juetifieaa las anwnal&e morlologlcaea
b, Morfologia.
Por loe trabajoe de Gm la (46) conocemoe lae modUicacionee que 
puede experim entar un microorganismo en eu form a, como reepuejg 
ta a modiUcacionee en eu medio de cultivo. En nueetrae experlen- 
ciae estas modiUcaciones no #w  eimplemente reÛejo de oecilacio- 
nés oemoticas, eino que es precise aceptar una inUuencia cualita^ 
va que decide la aparicion de formas alargadas y e#fericas en pr^ 
sencia de 4 ,6% de HOjK y 1,25 de NO^Ca, m iim trae que cantida» 
des tan elevadae de SO^Mg como 10% no alteran la morfologia pr£ 
pia de E nrin ia carotovora . Poeiblemente, la accion del potaeio 
se ejerce a nivel de permeabilidad, m ientra# que elguiendo lae 
eugerencias de VaUee (135) puede in te rfe rir en el proceeo de 
vision celular. Es cierto que en este proceeo in terviene tambien 
el magneeiOf segun préconisa Webb (143), pero ein duda lo hace 
siguiendo otro mecanismo que no es capas de provocar las alterg  
clones morfologica# que observamoe en lo# otro# elemento#.
.../
*30.
c. Sàiteei# eiuiixnatica.
Hemo# concedido une notable importancia a la# alteracim&e# en 
la #(nte#i# pectolAica de Erw W a carotovora. produeida por 
lo# tree elemento# que conaideramo#: potaeio, calcio y magneelo.
Aunque la# enaima# pecticae, en general, ban #ido deacritas indig 
tintamente de origen conatltativo o debida# a tan proceeo de adap- 
tacion, en el caeo de la  bacteria que eettidiaremo# #e ha probado 
repetida# vece# en nueetro laboratorio, (127) (129) que preciea 
para #u formacion de un euetrato eepecAico de naturaleaa pectica,
Beta car acte rfetica e# indiecutiblemente de gran valor cuando #e 
quiere interpretar la  aparicion de enfermedadee vegetale# depeg 
diendo de la edad de la  planta, condicimw# de deearroUo, etc. etc. 
Tuttobello y M iU (131) en eue eetudioe con AepergiUue niger 
conceden a la compoeicion del medio un efecto decieivo eobre la  
naturaleaa y cantidad de enaimae pecticae eintetiaadae. De ibg 
ma analoga ee mamifieetan tambien Zucker (153) y otroe.
Por lae raaoaee apuntadae, hemoe elegido para eete eatudio un mg 
dio en e l que Erw inia carotovora puede eintetiaar lae enaima# 
degradativae PG, PATE y PTE, ya que eetae enaima# conetituyen 
indudablemente uno de loe principale# factoree relacionado# con 
la patogeneeie.
.../
1. PoUgalacturonaea.
Nuestroe reeuUados nos proporeionan datot de indudable latere# 
que perm iten estableeer dilerencia# entre la# tre# enaima# veffg 
lada#. AbC heme# de adm itir que la enaima PG e< inbibida en 
preeencia de cualquiera de las «ale# NO3K, (NO^}2Ca y SO^Mg.
#1 bien la inbibiei& i guarda relation  c«a cada c«npue#to. Ayer# 
et al (6) y Turner y Bateman (132) ademaa de otro# inveetigadore#, 
ban conArmado en #u# enperiencia# que la preeencia de calcio de* 
cide la  inbibicion de la  enaima PG en muy divereo# microorganig 
mos. E l mecaniemo por el cual ee m anilieeta esta inhibition no 
ha eido aclarado aunque ta l vem esté relacionado con el papel de coleg 
tor que Stadtman (113) atribuye al calcio on las reaccione# enaimg 
ticae.
Respecte al magneeio, hemo# de puntualiaar que la action inhi%  
dora que obeervamoe e# muy in ferior a la que produce e l calcio, 
pero se aproxime bastante a las conclueione# expueeta# por Starr 
y Chatherjee (119).
E l papel del potaeio en la  einteeie de PG, en nuestro caso #e prg 
senta, para cierta# concentraciw e # claramente inhibidor, lo que 
es sin duda adm isible, ya que segun M ille r (81) su efecto sobre 
una misma enmima puede manifestarse de muy diferente# form as,
.../
en dependencia de varios factoree entre loe qn# ee fundamental 
el microorganismo especÛlco que sintetice la enaima.
3. Pect&totransellminaaa.
Tambien la enaima PATE es de naturaleaa inducible y en condicig 
ne* aorm .l«B U  bacterim U  alatatlM . «ia qu.
la p r.a .n cU  4 . 3% d . NO .K #a #1 m«41o «tect. au afitteaU. Ea 
esta, de todas las sales ensayadas, la que mono# in te rfe re  con la  
produceion de PATE. Loe otro# compuestos, (N O j)2Ca y SOqMg 
anulan dicha sfntesis a concentraciwes de 1, S y 3% respect!va •  
mente. Si admitimos la indicacion de S tarr y Chatterjee (119) 
de que existe una correlacién positiva entre la  virulencia de 
Erw ittia carotovora y la  produccién de PATE, tendremos igualmeg 
te que recw ocer e l inter#s de estoe compuestos en la patogenosie 
bacteriana.
Por otra parte, el calcio y con mener eepeciAcidad el magnesio, 
son elemento# precieoe para que las enaima# traneelim inativae 
puedan m anifester su action. Ayere et a l (6), aef como Starr y 
Moran (U S ), y otroe inveetigadores, eeSalan la concentration de 
5 X 10*^M como el lim ite  de efectividad positiva para calcio y, por 
eneima de este lim ite , eu efecto es, por e l contrario, inhibidor.
.../
La accion del magneeio no solo depends de su concenlracion 
eino tambien de U  procedencia de PATE, lo que da lugar a 
aparentee ceatradiciones que hablan de la  inbibicion de esta eg 
aima cuando ee profi^ ida por Rhiaoctonia molani ( 10), m ientra# 
que si precede de Fuearium #p. e^q^erimenta un claro estlmulo 
por la preeencia de magneeio (81).
3. PecAntraneeliminaea.
En el caeo de la otra enaima traneelim inatlva, pectin traneeli%%%& 
uaea (PTE) debemoe deetacar la acci&a inbibidora ejercida por 
concentracionee bajae do KO^K, y eu deeaparicion a medida que 
estas van elevandose baeta Uegar inclueo a eer ligeram ente ee% 
muiante, en U  e&tesis de PTE por Erw inia carotovora . a p artir 
de 3,5%.
E l mecaniemo que decide la  aparicion de estoe resultadoe no ba 
podido aclararse, por lo que no creemoe oportuno eugerir nin* 
guna de la# poeiblee teor&s pendientee de comprobaci&i.
La intervenciw  en la s&tesie éê PTE por parte de (N03 )2Ca y
SO Mg tien# bastante eemejanaa con cuanto queda eeftalado 4
acerca de eu inÛuencia eobre la enmima PATE, especialmente 
en el prim ero de loe casoe.
.../
Tambien aqulT ha side eonsiderado el efecto de eetoe elemento# 
sobre la actividad enaim atica, y en todo e lle , nos IdentiAcamos 
con lo sefialado por Edstrwnt y Phaff (36) en su e studio con 
Aspergillus fonsecaeus, si bien bay que distinguir entre las 
cwcentraeiones usadas por nosotros y las que citan estes autores.
Todas las consideraciones eatpuestas basta abora nos permiten 
aceptar, como una de las bases de la virulencia bacteriana, una 
serie de condiciones impœstas por les factores que concurren 
en el lugar dwde la  bacteria esta localisada.
E l efecto de los factures nutritivos puede manifestarse en altg 
raciones de la division celular que eondncen a formas alarga­
das y globosas perfectamente caracterisadas y que en los escg 
80S ensayos practicados, se m anlfiestaa inocuas fronts al poqj^  
ble buesped. Pero estos mismos factores nutritivos inÜuyen 
tambien en la producciw ennimatica y crecimiento celular.
Estas observaciones nos permiten suponer que si la bacteria 
que estudiamos ba experimentado "in vitro" las alteraciones 
que comentamos, puede tambien experim entar alteraciones 
analoga 8 por accion de los cwstituyentes dsl tejido buesped.
En ta l caso, babla que concluir Junto a Perombelon (98) qt%e la
.../
vlrulaacU  d# E rw ia i. «icffltQVay» pwd# ao ##r aec«,wimm#n*« 
una caraetorfatica iatr& aaca, aiao una prepladad condicUmada 
por los factores que concurren en el lugar en que puede desarroUarse,
Tras estas eugerencias, bay que adm itir que una planta buesped 
represents un sustrato de una determinada compoeicion qufmica 
pero, al mismo tiempo, signe siendo un organisme vivo y, por tsg 
to, es capas de responder a l ataque del microorganismo patogeno 
y de u tiliser los factores a su alcance para su proplo beneûcio.
En el siguiente apartado tratamos de las reaccione s de la planta 
buesped, en relacion a sus posibilidades nutritivas.
B. RESPÜESTA DE PHASgOLUS VULQAIU3 EN RELACION 
A MODIFICACXONES EN SU MEDIO DE CRECIMIENTO. 
INFLÜENCIA DEL NO^K.
La influencia de las caracterfsticas del suelo en el rsndimiento y 
m ajora de cosecbas es uno de los becbos de mayor divulgacion y 
aceptado por todo e l sector agricole. Esta influencia se acusa no 
solamente en la evolucion de la planta sino tambien en su suecep* 
tibiUdad a determinada s inlecclones.
Vamos a cw siderar en prim er lugar las caracterfeticas que prg 
sentan las plantas de Pbaseolu# vulaari# en dependencia cw  la  
cantidad de polasio en el medio.
.../
La cantidad de polasio que se pcme a disposicion de la  planta es 
la unica variac iw  que se da en el medio, ya que los demas elg 
mentes, especialmente nitrogeno y losforo, se maetienen dentro 
de les lânites de equilibrio. Este equiUbrio no se rompe, pese 
a aumentar el NO jK basta 1,5 % 10*^M y el crecim iento de las 
plantas no acusa, en eu aspecto extem o, ninguna variaciw *
Esta observacion parece indicar que la  exigencia de la planta por 
el potaeio no alcanma nivelas elevados, ya que en el ensayo en 
que se ba prescindido de este elemento, basta la  existencia, en 
form a de tramas, en que acompafla a los otroe componentes, para 
satisfacer las nocesidades del vegetal.
a. SensibiUdad a la  infeccion por
Las plantas crecidas como queda indicado, se infectan con 
Erwinia carptpvpra empleando concentracionee de inocule supf 
riores a 10  ^ para garantimar la d ifusiw  del parasite, y los re* 
sultados obtenidos s f revelan modificaciones en la  Asiologfa del 
vegetal, a las que considérâmes responsables de la distinta re * 
sisteneia que pre sentan las plantas de Judia.
Podemos bablar de una re sisteneia a la  infeccion cuando la  conesg 
tracion de potasio en e l medio es alla; esta observaciw  coincide
.../
eon lo oaqmosto por Nnyudu y W alkor (89) tras sus ostudios 
con XnntituHnonss vosicntoris y |daiU&s do tomato, on los quo 
consiguon dism inuir ol (ndico do onlormsdad mas do un 50% 
con solo aumsntar ol nivsl do potasio on si medio. Tambien 
Parker et a l. (91) Uegan a conclusiones analogas on sus estg 
dios sobre Are bliÿbt. Nosotros podemos A jar la  concentra* 
ci&a do 8 % lO^^M de NO^K on e l medio do desarroUo de Judla, 
como el valor Ifin ite  de potasio capas do provocar una resis* 
tencia a la  infeccion de E rv ia ia  carotovora.
Abora bien# el proceso que dcsencadena esta re sisteneia no 
esta exclusivamente vinculado a la  preeencia del potasio, ni a 
su Intervencion directs en determlnados pesos metaboUcos, 
sino que $on importante tambien toda una serie de 
interaccloaes an las que interviens el potasio de form a mas 
o menos directa.
Estes Interacciones pueden dUr luger a cambios de importancia 
en el huespod, quo lo transform a en un medio, que por ser 
menos adecuado para et patogeno, decide su re sisteneia en 
el memento de la infeccion.
Por estas raaones, creemos da interss considérer la compoqji 
cién qufmica de las plantas someAdas a una nutricion c<m difg
.../
rentes concentraciones de potasio, antes y despues de surgir 
el ateque de Srwtoia carotwrora.
En prim er lugar, pasamos a considérer las condiciones en que 
tiens lugar la  absorciw  de los principales elementos del medio*
be Absorcion de potasio, calcio y magne sio.
La mayor dotaciw  de potasio en el medio de desarroUo no st^ pons 
un aumento proporcional en su co#enido dentro del tejido vegetal, 
puesto que segun hemos podido comprobar, la  concentracion de 
eate elem ent, en plantas de Phaaeelne vnlgarte apmas e j^ a rim e , 
ta variacion para concentraciones en e l medio superiors s a 
4 X iO*^M, las unicas variacion#s se dan para incrementos basta 
este valor.
Lo que ofrece duda es que el exceso de potasio en el medio con<y[ 
ciona una mener absorcion de calcio, lo que indudablemente ba 
de conducir a que la  relacion K /C a en e l in terio r del tejido aumeg 
te , y si admitimos las conclusiones de Lagerw erif y Eagle (72) 
se producira un aumento de perm eabilidad con las alteraciones cog 
siguiente s en la presion osmoAca de la sa via.
.../
En contraste con estas observaciones, la  influencia dsl potasio 
sobre la  absorcion de magnesio podemos cw siderar que no existe 
en los l&nites de concentraciones que hemos establecido, lo que 
nos obliga a relerirnos a los trabajos de Kabu y Toop (66) que % 
dican que el efecto antagwista entre estos elementos se produce 
cuando las concentraciones de ambos son muy elevadas. Posiblg 
mente e l no observer este antagonisme se deba a que la  concentra 
c iw  de magnesio que em%deamos no Uega a los lânites altos re * 
queridos.
c. Contenido en compuestos carbonados.
Entre todos los componexAes végétais# son, sin duda alguna, los 
de naturaleaa carbonade los mas estudiados por su relacion con 
la  propagacion de microorganismo# fltopatogenos. Las inves% 
gaciones de Grainger (45) en este aspecto ban llegado incluse a dg 
c id ir la  posibilidad a enferm er una planta de acuerdo con el méta­
bolisme de sus carbobidratos.
Eaton (35) entre otros autores, concluye que e l contenido de 
carbobidratos en e l vegetal aumenta al incrementarse el nivel de 
potasio en sus tejidos, cwclusion que coincide con los resultadoe 
que nosotros preseidamos.
.../
Si hemos de atesder a las sugereacias de Albersheim  (2) existe 
uaa moviUaacioa de este Apo de compuestos hacia e l puato en que 
el patogeno intenta penetrar en el hue sped y su acumulacion en 
este punto puede incid ir en la  relacion huesped-parésito.
La uAlisacion de los compuestos carbonados por el parasite es un 
hecho claro que se hace patente por la  perdida de carbobidratos tg  
taies que eaqxerimenta e l tejido vegetal al transform arse de sano 
en enferme. Los dates i^ rta d o s  en este estudio encuentran clara  
evidencia de la  alteracion que exqperimenta el metaboUsmo de estos 
compuestos no ya de acuerdo con la detacién en potasio del medio, 
sino con el estado de vigor de la  planta, como reflejo de su Infec­
cion por Erw inia
Sabemos por otras experiencias (128) la  influencia que distintos 
aaucares ejercen en el desarroUo de EnAnia carotovora. tante en 
e l aspecto cuaUtativo como cuanAtaAvo y que este efecto puede ser 
e stimulante o inhibidor sobre las acAvidades enaimaAcas de la  
bacteria.
La respuesta de cada microorganismo Atopatogeno ante la conceg 
tracion de carbobidratos en su buesped respecAvo puede varier 
entre lim ites bastante amplios dspendiendo no solo del habitat
.../
vegetal eino muy directaxnente de la deneidad de inocule (129) 
lo que, en parte JuetÜica la aparici&a de resultadoe contradig 
tories al no cw tro lar en cada e i^ rie n c ia  los factores de iaflueg 
cia mas decisive.
En nuestro caso, la  influencia del potasio en el medio tambien 
puede relacionarse con la cantidad de aaucares libres que contiene 
el tejido de judia, habiendo observado que el aumento en la  conceg 
tracion de NO^K en el medio en qpe la  planta se desarroUa, no dg 
cide un aumento proporcional en los aaucares libres de sus tejidos. 
Eato. asucMaa mb utU lM dot not gwrtato c rr tw ro t. inm edUte- 
mente de establecer contacte con la planta y cuando esta enferma, 
dejan de ser detectados en sus tejidos* La sensibilidad de los mg 
todos de anélisis no nos perm its establecer preferencias en la uA% 
aacion de dichas aaucares por la bacteria, ya que todos elles desapg 
recen cimultaneamente, tanto lactose y sacarosa como glucose, 
levulosa y sdlosa.
Hasta que punto la preeencia de sustancias carbwadas en el vegetal 
puede intervenir en su resistencia a infeeciones m icr^ ian as, es algo 
que no podemos deducir en el caso que estudiamos, ya que e l proceso 
de represién cataboUca sobre acAvidades ensimaAcas, no es e l unico 
factor que puede decidir una respuesta espec&ica, aunque su influen­
cia haya si do admiAda por varies autores.
.../
Hemos de mencioaar que el m aterial pectico q%&e analisamos ea 
los tejidos dsl buesped se mautieae pracAcaznexxte dentro de 
la misma propercion, con independencia de la riquema en potasio 
del medio de n u tiic iw  de la  planta, por tanto su induccion en 
los procesos de patogénesis no creemos que sea destacable.
d. Contenido en cwnpuestos nitrogeaados.
Entre las impUcaciones ecologicas de la  n u tric iw  vegetal es indu­
dable la importancia que adqoiere la movilieacion de los compuestos 
nitrogenados deiAro de los tejidos végétales.
La existencia de una relacion entre K y N , en el metabolismo de 
la  planta es un becbo cwocido y probado en muy variadas circuag 
tancias y por distintos autores, basta recordar las ex^riencias  
de Beeson ( 12) y Easwaran (34) entre otros. La relacion inversa 
entre los dilerentes nivales de K y N aparece tambien en nuestras 
experiencias con judia que acusam una dism inuciw , aunque lenta, 
del nitrogeno total a medida que aumenta e l NO^K en el medio.
Pese a ello el contenido en proteina aumenta ligeram ente en el %  
jido de judia a la  vas que lo bacs el potasio del medio. Esta ob­
servacion puede ser justiflcada teniendo en cuenta las sugerencias 
de Nguyen et a l (90) acerca de la  intervanciw  del potasio en la
.../
Incorporacion da aminoacidoa macaaaria para qua a# efactua 
la afntasU protaica.
Como conaacuancia dal ataqua bactariaao a plantas da Phasaolus 
vulm trla ## produce un notable aumento en eue tejidos a p artir 
de plantas qua no ban establecido contacte con el patogeno 
E rm W & ^a^ ^vp fa  . Este aumento, logicamente, ba da atrJl 
buirse a interacciw es da buespe^patogeno adamas da la s  cog 
centraciones da potasio an e l medio. Las determinacionas da 
proteina en estas mismas plantas dan valores algo superiorss 
a los observados an las plantas sin tra ta r, lo qua parece rang 
nabla, segdn las indicaciones de Heltefuss et al (50). qua 
atribuye esta aumento a un mecanismo de defensa del vegetal 
qua an e l caso qua consideramos solo llega a ser ellcas an 
la& ocasienes an que la  preeencia da potasio alcanna los 
tea mas altos.
Aunque la  in terpretaciw  no results muy clara, creemos opo£ 
tunc recordar las sugerencias da Naik y Powell (87), asf como 
da Staples y Stahmann (115) qua sedalan la  aparicion de protq| 
nas nuevas en el tejido vegetal, como cwsecuancia del ataque 
da microorganismo Atopatégenos. Por su parte, U rltani (134)
apuata que la infeccion puede producir, en eu prim era faae, 
una a&tesis répida de proteina que puede eer eeguida por 
una degradacion graduai co» liberacion de alguaoe amino- 
acibxs. A la vieta de todae eetae ideme, hemoe tambien de 
adm itir que el aumento de proteina# que observamoe en 
las plantas infectadas no solo esta relacionado coa la  ng 
tr ic iw  exogeaa dsl vegetal sino ademas con el sistema dg 
lensivo que desarroUa en los cases de infeeciones,
Sin Uegar a h idroliaar la  proteina vegetal, hemos presen%  
do un anélisls de los aminoacidos libres habiendo observa­
do que aparecen los mismos en todas las plantas, sanas o 
Inoculadas, Independieatemwte del tratam iento con NO3K 
a que se han expuesto. Las unicas diferencias apreciadas 
han sido de tipo cuanAtaAvo; asf podemos seëalar que al 
aumentar el potasio en e l medio donde crecen las plantas 
de Judia, aumentan en sus tejidos aminoacidos como vallna, 
acido glutamieo, treonina, écido asparAco, a la  vos que se 
observa dismlnucion en otros eomo serina, arginina o iso- 
ieucina, Semejantes incrementos se observan tambien en 
las mismas plantas aunque w ferm en, si bien en este caso 
las perdidas cuanAtaAvas son mas escasas.
Aunque no de una form a defln lia, # f podw ioi relacionar 
la# alteraciw e# ea aminoacidos libres dentro del tejido  
vegetal, con la  preeencia de potasio on el medio, dada la  
intervenciw  que este elemeiAo Aene en la incorporacion 
de aminoacidos libres en la s&tesis proteica, segun se%  
la Webster (144). Pero tambien es cierto que en las plag 
tas infectadas, e l microorganismo patogeno interviens en 
la m ovilieacion de los aminoacidos libres y parAcipa en 
una serie de alteraciones de muy d iffc il interpretacion, ya 
que recogiendo las sugerencias de Kaminska (67) no puede 
sedalarse si taies alteraciones son el resultado o la  causa 
del proceso patolégico *
Queremos resaltar los dates que corresponden al aminoaqj^  
do arginina, ya que su presencia es m anifiesta en si tejido 
sano aunque en distinta canAdad en relacion con el potasio 
del medio. Cuando la planta presents s&tcmas de enfer- 
medad, su contenido en arginina disminuye y Uega a 
dssaparecer por completo en e l tejido daâado. Patel y 
W alker (94) estudiando e l halo brûlante en judia observaron 
tambien una diminuclon de arginina en las plantas inoculadas.
Uno de los aminolcidos que mas se ha relacionado con la  
patogénesis vegetal es la prolina que en las plantas sanas
que culAvamos ao aparece cuando la coaceatraclw  de potaeio 
en el medio ee in ferior a S x 10*3m , en lo que coinciden nueg 
tros resultadoe con lo sefialado por Tso y Me M urtrey (130) 
para plantas de tabaco. Asimismo creemos de interés pug 
tualiaar que es uno de los aminoéeidos cuya dismlnucion o 
desaparicién en e l tejido iafectado es bien m anifiesto.
Tambien es notable e l bsjo contenido en valina que observg 
mos en plantas que crecen en presencia de los valores mas 
bajos de potasio, lo que nos sugiere relacionar ambos facl^ 
res como indican Freiberg y Steward (39).
En cuanto a los acides asparAco y glutamieo podemos refg 
rirnos a una perdida de su contenido en la planta a medida 
que sube el nivel de potasio en el suelo. Si esta oscllaciw  
se debe o no a compensaciwes entre aminoacidos como iad| 
can Rbehards y Berner (102) no lo hemos podido conArmar 
con los medios a nuestro alcance.
e. Presencia de enaima s pecAcas.
Los analisis realinados para determ inar la  acAvidad de PG 
en las plantas de judia sanas, dieron resultadoe negaAvos 
que coinciden cw  las experiencias de HancocK and M illa r
Sin embargo, cnaaéo la  planta a# inlectada par 
carotovora an riqnama en PG es nolorla pndiando eataWacéra# 
una proporciSn directa entre actividad FG y e l grado de inlec* 
ci6 & del vegetal*
Si conaideramoa laa enmimaa tranaelim inatlvaa, comprobamoa 
que tanto PATE como F T £ , aparecen en plantas aanaa y enle£ 
mas süi que ae revele ningnna dependencia reapecto a laa disM^ 
tas eoneentraciwea de potaaio en e l media. A af coma la acti* 
vidad PATS es beja en todoa laa caaoa y muy aemajante en 
tejidoa aanaa y enfermas, la determinacion de P T £, nos da 
valor a a pracücamente doblea en laa plantas enfermas reapecto 
a laa aanaa. Este nos podrfa llevar a aeftalar esta ennima como 
una de laa maa responsables del proceao patologico que nos 
octtpa, la  eual eatar&  de acuerdo con laa experienciaa de Dean 
y Wood (29) y Byrde y Fielding (21). Sin em bart^, tambien 
bay quien aaegura que el papel maa impartante en la iniciacion 
de la enfarmedad ae le debe atribu ir a FG m ientraa que PATE 
y PTE intervendr&n aimplemeate en e l progreao y extension 
de la miama (133).
No hay que olvidar que la accion de estas enmimaa en e l in terior 
de la planta puede aer diatinta a la que deaarrollar& n in vivo.
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ya que alguaos de lee eompcmentee en el medio vegetal 
ejercea divereoa efectos, estimulantee o atenuantee, 
eobre eUae. £n este sentido Jimee et a l. (65) dice# que 
100 ug. de preteina de te lle  de tomate eon euOciente# para 
producir un 50% de iohibiciw  de la actividad PG en Fuearium  
oxyeporum, de form a sim ilar a le  ya indicado per Albersheim  
y Andersw (3 ).
Tambien se ha tenestrado como diverses amucares pueden 
actuar en distintos sentidos sobre la  acciâa de estas enmimas, 
asf como otros diverses prodnctos metabolicos (14) (95) 
(112).
En nuestro case, la cosjuncion de estes factores viens, sin 
duda, a m odiûcar la accidn que el potasio qjerce en las ena| 
mas pecticas sintetUadas per Erw inU carotovora y tambien 
sobre e l crecim iento y desarroUo del patogeno en el in terior 
del hue sped, que no es ninguna form a proporcional a su se * 
crecion enaim ltica.
C<xno ccmsecuencia de todo le  eaqmesto, podemos seftalar 
que cuando las plantas de |udia evolucionan en presencia de 
distintas cantidades de potasio, manifiestan algunas difereg 
cias en su composiclm, asf como «% la respuesta que elabq
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fM» fr«nt« .1  ktequ* de Eywtni» cetotero»». E et* infeccim  
provoce elterecionee metabélieee fue e eu vee vea influea» 
ciadas por laa dIatW a# coaeaiitracioiiaa da potasio sa los tajj^  
do* de Wteeeoltte TOlaerie L . De eete form e, ee obtieoea d ii 
tiatos grades de susoepübilidad frw te  a la  bacteria E nrtaia  
carotovora e iacloso se alcaasa un estado de resistencla total 
a su Infeccidn en e l que ningun s&toma de enfermedad se bace 
p a te lle
Ce .  RESPUEÔTA DE PHASEOLUS VULGARIS L .
EN RELACION A MODIFICACIONES EN SU 
MEDIO DE C3ÜECIMIEKT0e INFLUENCIA
( I f f t i b  f i i l i i  I ,  mm,..... ...................     m
E l calcio es otro de los elemenlos base dentro de la nutriclon 
vegetal ya que esta ligado, intimamente, a procesos vitales 
de la  planta como hemos indicado anteriorm ente.
AsC podemos sefialar que la  absorci&i de este elemento, en 
mayor o mener cantidad, por la planta, va a ser un factor dg 
terminante sobre e l crecimiento de Pbaseolus vulgarU L *
Las condiciones de deficiencia, de acuerdo a lo indicado por 
Hewitt (91) no parecen afectar ostensiblemente al crecimiento 
del vegetal, m ientras que este elemento en eacceso Uega a
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causer usa depresi&  su su dssarroUo. Este se expUca 2ac|| 
mente pues, como ya sabemos, e l calcio es de suma importsjg 
cia en la  division y en la form aci&i de la pared celular (150) 
e interviens, por tanta, directamente en la  elesgaci6 a# Algo 
sim ilar fu i expresado por Burstrom y Tu llln  (19) para otro 
tipo de plantas con distintas conceatraciones de sal a las eng. 
pleadas por nosotros. Segun nuestros resultados, indicamos 
una concentraciân de 4 % 10*^M de (NO^)2Ca como aquella 
capas de producir un m ejor crecimiento de Phameolus vulmaris h.
a. SeasiMlidad a la  imfecci&a por
S c a M f .s fX B te y g ir a t f  ________
En cuanto a l ataque dsl parasite se reBere, aparece claramegg 
te como el calcio algue mantesiendo su eleeto inhibidor sobre 
el desarroUo de Erw inia caroteyora en su medio natural vegg 
ta l, asf como en los cultivos in vitro  en medio Smith, si bien 
on este, dicho efecto inhibidor se présenta para concentracijg 
nés de 2% de (H03 )2Ca, m ientras que en la  %danta el desarr^ 
Uo bac$priano no se detiene hasta alcannarse un nivel de cq| 
cio de S X 10*^M . Este tiens una fac il expUcacion, ya que 
la  bacteria encuentra en e l medio vegetal diversas sustancias 
que tambien van a Intervenir en su p ro liferac iw  a la  vos que 
uUUaaran e l calcio en diferentes form as, mitigando o simply
m«ate r*tr*»»n<lo «u «f.cto  inWbidor «obr. B tw iai» o w ta w w  
en la  forma que #e preem ta cuando dlcha bacteria «e cultiva 
en medio eintetico*
La intervenci&n del calcio en la  reaieteneia del tomate Ireate  
al ataque de Fusarium es hecbo sedalado por Corden y 
EdgWon (27). Asim ism o, Weinberg (149) ba cmisiderado 
el papel clave que desempefia e l calcio en les mecanismo de 
defsnsa aittimicrobianos de la  planta.
b. Absorcidn de potasio, calcio y magnesio.
E l anfUsid de cationes que bernes realinado en el tejido vegetal 
nos muestra la  esdstencia de una proporci&i entre e l calcio que 
aportamos en la solucion de riego y la  concentraci&a de este 
elemento en les tejidos de la  idaitta. Asim iemo, es de seftalar 
que m ientras e l magnesio mantiene practieamente constante su 
concentraci&k en la  planta, el contenldo de potasio disminuye 
conforme el aumento progresivo de calcio. Russell (106) habfa 
seftalado ya una accion confugada de ambos elementos en forma 
sim ilar a lo que acab amos de expresar.
c. Omtenido en compuestos carbonados.
Si fijam os nuestra atenci&s en los compuestos carbm&ados de
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u  plaalA iremos como on tus tejidos tsmto ssnos cwno enfermos 
se hsn determinsdo o asucates libres distintos, lactosa, sacarg 
sa, galaetosa, glucosa, levulosa y xUosa, si bien su contenido 
cuaxttitativo varia. A sf tenemos que e l cancio interviene en la 
translacim : y acumulaci&a de amucares y, por eUo, no es de eg 
traftar que para e l nivel m is bajo de cancio se de une mayor 
cantidad de amucares libres «s detrimento de las sustancias rg  
ductoras, si bien estas no se ven tan lUreetamenle imBuencia • 
das por dicho cation a allas cwcentraciones. Debemos seftalar 
aqu^ las experiencias de Joham (61) que indica como alecta 
notablemente la deBciencia de calcio en la diittribucion de cag 
bohidratos en la planta, le cual venimos a conBrmar con nueg 
tros resultados. Paralelam ente, la infeccion de Flmseolu# 
ppy Ueva a un descense en s i
contenido de aimcares, en forma inversa a la cmkcentraci&i 
de calcio en cada plaata. Segmi este, podemos suponer que 
la invasim» bacteriaaa produce una movilimacien de amucares 
bien en orden a la  nulHci& i de la propia bacteria, o bien en 
orden a la  lormacion de un mecanismo de delensa, lo cual p& 
rece évidents dada la  importancia que se ha atribuide a los asg 
cares en la  resistencla de la  planbi a la W bccion. Incluse
.../
HorsBtU Y Dimoiid (53) ban Uagado a claaiBcar clertaa eapecie# 
vegetal## en susceptibles o recisteittes segun el contenido on 
amucares de sus tejidos.
Las sustancias reductoras, sin embargo, no parecen estar i%  
plicadas tan directamente en la  respuesta de la planta a l ataque 
del patogeno, por lo que las variaciones que tienen lugar on 
alias cuando se produce la ialeccion son practieamente insigq^ 
ficantes.
No ocurre lo mismo con las sustancias pecticas, ya que practicg 
mente el calcio juega un papel déterminante en este sentido. 
Ademas de reaccionar con ellas para fbrm ar pectatos insolubles, 
es el principal responsable de las unionss entre cadenas pfcti# 
cas y proteinas (44) que se producen en la  organimacion de la  
pared celular. Dicho complsjo pecticas «catifo m etalico*pretq| 
na, parece estar directamente implicado en e l proceso de resig  
tencia vegetal segun han indicado Wallace et a l. (14#).
Nosotros bemos comprobado cwno para usa concentraciwi de 
calcio en el medio de 2 % 10*^M le correspond un dptimo en 
el eoidenido pectlco, mientras qpe a l incrementarse dicba ceg 
centracidn e l nivel de sustancias pecticas desciende. Este rg
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su itad  eorraapond claram enie eon lo aeabamoa d  dodr 
ya quo al oncontrara# el calcio en mayor canttdad en e l medio, 
ee favorece la  lorm aeidn d  eomplejoe d l  Bpo m encionad d  
alto p o d r comentante por la  derma d  laa nnionea entre elloe, 
eon lo cnal laa anatanciaa pfctica# no pueden te r d te rm in a d a  
como tale# y qnedaa integrad# on la  eatructnra d  eatoa compueg 
toe mucbo m iê eomplejoa*
E l gran aumento d  m aterial pectico quo encontramo# an loe 
J id a  d  la  #anta W ectad e per *
que esta bacteria, a l penotrar en e l hue aped, d atru ye laa unlo- 
nee pecBeaa cation met£Uco«proteina y , per tanto, la  cemeitta* 
cion celular, eon lo quo la  eatruetura ae diagrega y quedan libre#  
numérota# aoatanciaa pfcticae en didrente# form at quejgggjgbL 
garcdrer^É por la accion d  au# enmlmam pfctica#, reducira a 
au enpfft#l6 : ma# aencilla d  dime ro t o monfmeroa d  a e id  
galacturdnico.
d. C otttenid en compueeto# nitrogenade.
Si conaidram o# ahora lo t compueatoe nitrogenade eniatentee 
en la  planta, podemoe ver como entre elloe ae realiman dUereg 
tes interconveraionea relaeionad# con el mecaniemo d  d fe n ta  
d  la  planta.
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E l nltrogeno lib re  eaqperimenta un notable aeeenao en lo# tejido# 
enferme# re#peeto a lo# eano#, #eg6 * cabrfa eeperar de la al%  
racion metaboUea que produce la  infeeei& i eegâa la# enpe^ftft^de 
realinada# por Akanawa y U rid n i (1 ). Sin embargo# e#te aumento 
#e veriBea on eenBdo e ^ tra rio  a l aporte de calcio a lo# tujido# y 
no por que eete ca tiw  intervenga directamente en eu acumulacim», 
como ocurrfa en el caw  del potaaio# aine porque e l incremento de 
calcio coincide con ima mayor reaieteneia de F d a ^ u a  valaarie  
a la  infecciony# por tante# e l grado de aUeracionoa m otabâicaa 
ea mener dobido a la  reaieteneia que ae preaenta en la planta* 
Ademaa# la eacaaa difermmia d *  preæntan loa tejidoa aanoa 
en cuanto a au contenido en aitrégeno lib re  aegun la diatinta conceg 
tracion de calcio, bace que penaemoa en que no ae da una verdadera 
interrelacion entre eatoa doa elemento#, digna de tenerae en cuenta.
E l eatudio de loa amimo&cidoa libre# en loa tejidoa de planta# de 
judla ante# y daapuea de la  infeccion por Erw inia carotovora, noa 
Ueva a penaar en que, en alguna form a, e l calcio debe intervenir 
en au metaboliamo yn que ae obæ rva un claro deacenao del total 
de aminoacidoa reapecto al Ineremmilo de calcio el medio, ai 
exceptuamoa loa caaoa de liaina y arginina en lo» que ae obtiene 
un ligero aumento* Aaim iam o, SteüAorg et al (122) encontraron 
una acumulacion de aminoacidoa, paralela a determlnadaa deBcieg
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cia# m ineral##* Eete# hecW# en »ue«lro ca«o no# Uevan 
a penaar en «na intervendon del calcio en el metabdiamo 
de aminoacidoa y en an incorporaeion a la  a&teaia j^oteica* 
Ademf^ a, obaervamoa como todoa loa am lno^ldoa, ain en» 
cepcioa, aparecen en mayor cantidad en lo# tejidoa, «ne vea 
que eatoa ban aide Wectado# por la  bacteria, lo cual debe 
conaiderarae como una clara reapueata de delenaa frecde el 
microorganiamo, aobre tedo ai conaideramoa que tambien 
en e l caao de loa tejidoa enfarmoa e l incremento en la  c<mceg 
tracion de aminoacidoa ea inverao reapecto al advel de calcio 
en el m edio, pnea bemoa viato, que al aumentar el contenido 
de eate catiAa ae Uega a una reaieteneia total de la  planta 
Ironie a l pari(aito y la  acumulaciAa de amino&cidoa diamlnuye* 
Solo e l acide aapdrtico y la  prolina preaentan mia relacion %  
recta con e l nivel de calcio en loa tejidoa infactadoa* Eato 
podrfa iadicar que e l metaboliamo de amboa aminoacidoa eata 
m ia directamente inUuenciade por eate cati6 & y que ademaa 
pueden deaempeflar un papel m i» acUvo en la  reapueeta de 
la  ^anta (rente a la  inieeci& i bacterlana*
De form a aim ilar a lo  que ocnrrfa para el nitrogene lib re , 
el contenido proteico en e l tajido de plaittaa de Judia, adrece
muy pequeftme variacionea con relacldm a la  cantidad da calcio 
oxiatoato on al madio donda aa cultivan, al Mon poodo oatar 
lavoracido Ugoraxnante por dicho olomonto. Sa roalidad, nu§ 
ca a# ha xnoacionado una IntarvonciAa do aat# catiAa on #1 m#%  
boliaiao protoico, oxcopto lo indicado pot Ginnahurg (44) qua 
lim ita la  aceioa dal calcio, an ralacion con laa protoinaa rogg 
taloa, a aarvir da puont# da uniAt ontro oataa y laa auatanciaa 
pacticaa da la  lamina madia. Sn i^antaa onfarmaa, tamMan 
a# maniAaata ciarto paralclim no # ttr#  #1 contanido an nitsg 
gono lib ra  y al corraapondieuta a protoinaa qua, da igual form a, 
praaantan un incramanto auataacial an loa tajidoa infactadoa 
reapacto a loa no infactadoa, aim embargo imperimentan un 
deacenao progreaivo conforme aumenta e l contenido an calcio 
deade un nivel da 2 x 10*^M on e l medio. Como ya aabemoa, 
dicho aumento del catlA i ea proporci<mal a la  reaieteneia # #  
« A ib . TO l«rt« ttmaim a I»  tam tiSn par f io M ,
carotovorf. Sato noa Hava a aBrm ar la  idea de Wood (IS ) 
aegun la cual las protoinaa juegan un papal importantfaim o an 
la reai»l«acia vegetal. AaC laa variedadaa maa reaiatentea 
da un tipo da sdantaa al mtaque da un patogeno eon aqpellaa qua 
Benw un bajo contW do an protoinaa eapecAcaa, da form a
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que ao pueden eettefecer Ue neeeeidndee del mieme. Cumnde 
la  reaieteneia no ee tf bien deBnida y e l nivel proteico ea med% 
no, como ocurre en laa planta# de judfa, laa circunatanciaa «% 
tem aa, como e l ttpo de nutricion, pueden orig iaar camMoa en 
la  concentracion de dicbaa protoinaa y modiBcar aaf la reaiatayg 
cia de la  ^axda a la  infeccim , aegun ae veriBca en e l caao del
cUclo r««iMcto *  U  U r t ilr t i * S tsO ift.
caro^vqya que ea objeto de mueatro eatudio.
e. Preaencia de w&aima# p6cticaa.
No podemoa olvidar que la  viruleneia del p arfa ite  y loa efectoa 
que pueda ocaaionar aobre el bueaped eatan eatrecbamente ligadoa 
•  u  e .p .e id *d  d . d# K tw i^  BKW towr. . w m
V *. » . h# iatrad»elde « t .1  m #di. v#g#W . A»C •» Iw
dioa enaimaticoa que bemoa realinado aobre tejidoa de planta# 
no infectadaa inoculadaa, no ae encuentra practlcamMtte ninguna 
actividad en lo que reapecta a laa enmimaa PG y P TE , m ientraa 
que af aparece %mra la enaima PATE, aunqee en muy pequeftaa 
proporcionea ai lo comparamoa con e l elevado % de actiMdad 
enmimitica que enccmtramoa para eata ennima en tejidoa mtWg 
mon de ÿidia.
Loa valerea da câiteaia ensimatica PATS en planta# inoculadaa 
con p rw in if carotpvora alcanaan grade# aingni&cativamente ag
périeres # loa quo ao obttoaom para la  onaixxia P T£ «a igoaloa 
circuaaiaaeiaa, la  cual contlaua ain m aalfaatarao oa piaaiaa 
inoculadaa qua corraapondma a naa coacwAraciA» d# calcio do 
15 X lO^^M quo a poaar do habof aido tuocMada da igual form a 
quo loa lotoa roatanloa, ao m aaifioala niagua afiitoma do aafag 
modad. Por taMo, parce# ovidoato rolacioaar la  roaialoacia 
axhiWda por la plaata eoa la  iacapacidad do aâitoaia da PTE por 
la  bacteria ea la  ceocwtracioa de calcio ixBcada de form a aixx|| 
la r a lo expreaado por Moore y Coucb (84) ea au trabajo aobre 
la  actividad de la  enaima PTE de Pytbium ultimum reapecto a 
la  coaceatraciAi de ioaea calcio ea loa tejidoa de la planta.
Por otro lado, la enaima FQ mueatra valerea haata tree vecea 
auperiorea en plantas infactadaa y crecidaa en coocedtracionea 
de calcio en e l medio inferiorea a 2 x 10*^M , en relaci&x a aqug 
Uaa que ae ban daaarroUado en un medi o ccm cantidadea da cal* 
cio atqMiriofea a eate valor. Segun eato# ae maniBeata una clara  
inbibiciA i de la  enaima PO por loa ienea calcio, aaf como au i%  
portancia an e l eatablecimisuBe de la  mifermedad bacteriana ya 
que, aegun bomea æftalado antea, eata enaima no aparece en 
tejidoa aanoa, de acuerdo can Hancock y M U lar (48), ain embargo 
en tejidoa W erm oe cm» carencia de calcio alcanaa valerea do
haata m  68% de actividad* Con lo cuid podemoa decir que la  
emaima PO ea una de laa cauaaa principale# de la  deatmccion 
de la  planta Por Srw W a caroW vem pore, a la  vea, an acMon 
ae ve foertemente inhiWda por la  preaencia de ienea calcio*
Como indica Bateman (8) en nn eatnBo de eata ennima prodn^  
da por RMaetonia en planta# de jodia. lo que noa indica e l im« 
portw te infinjo de eaW elemento en la  reaieteneia de P&a#Mdn#|
m ü W sa.,
TamMen hay que reaaltar a l hecho de que para a l valor medio 
que correaponde a uaa concentraciAi de calcio de 4 % lO^^M ae 
obtlenen lo# valerea maximoa da a&teaia enaimatica para laa 
doa enaima# tran#clim inativaa PATE y PTE, m ientraa qae la  
enaima hidrelfUca PG eaqwri monta un notable deacenao. Eato 
podrfa indicamoa el nivel de calcio que favorece la  aparicim  
de eata a enaima# en detrimento da PO, debido probablement# 
a sua difcrante a miicaniamoa de acbiA i. En eate aentido, tenemoa 
que recorder loa trab&jos lie Aycra et a l (6) y Turner y Bateman 
(13%) que âdfkilaxi como para ûeterminadoa valerea de calcio ae 
produce una actividad da enaima# tranaelim inativaa y una inhi%  
ciSti de PO. $ ta rr y Mo ran (118} preaentan un efecto aim ilar 
de la  acclAa de calcio en concentracionea prAdmaa a 18*^M
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sobre la  actividad de PATE Y PTE; y Paq&avima# y Ayers 
(92) expreaan como la produccloii de PATE per Pusarium  
oxyspomm se ve alectada por lenes ealcie, pore sim pressg 
te r mua depemdemcla ab so lu *
Para termimar corn e l estodie de eete elememte qœremos 
hacer himcagde en la  notable ImBnemcla que eete catlAk ejerce 
»1 m rtaboU»»» y U  fialolog&  4# gltaaaaliM valtiarla. 
asf cerne, y muy particularm eate, en eu üttervemeiom B recta 
y elicas en la  reaieteneia que desarrella la  planta Ibente al 
ataqpe de Erw inia carotovoMi. de form a que para comcemtrg 
clones superioves a 8 % iO*^M de calcio en e l medio, e l patogq 
no ao progress eu ataque de les tejidos vegetalec y la  #m* 
fermedad no ee maaiBesta.
D.» AssmmstAm
A m  m  w sm o m
El magm»M#h» eide eWttWemmam^ÊMtwA### (§6) # *« # # »  
d# We eSsmemles mt» tofwleeies faim M deeeeWW mamal ée le 
p#e##e. Sla #mber#% «meeW# #eW I## #em #e#e #Wme##e# eebt»
eu IWWmel# ta M c####W#e8e *** IH tlitttll t  TÉWIftl 
cede que el megm#el% eperWeeneWe# #* eell Wplkmd# #m eete 
proeeeo, y» %e# tome et puede ver #e le F if « ledee lee plee#
te #  9kUmmn elWre f  de#»rr##e eemejeedee, Wm qme te»#eee mpg 
remcen Wemeeele# eeeerWe ee ee eeewtteteeeW# W e#eed#ee#emeg 
le <W le eeeceittree&le de mepeeâe eee le que beyme eW# IreWkte.
». ^eeelWWed e le Meetld» per
B n É fli %mÊ#m#krn, .
A l rW e rire e e  # te  re e p e e e te  f l i t t f t i t i f  T H ilM ll ^  l e fe e e Wk  
b e e te rle # e $  teeem ee que e e p re e e m e #  eu  ttwmkmo eem q^m ee# e le e  
« m te rie re e  p e r#  e t e r# M m l# e e e , T em peee e q e f e l e tW  #  m egeee le  
W W pe # e  e b e e M e t W  fem m e ### te d e e  &ee f te a iie  de J e d fii ee m # %  
tre e  eU em eeie  m e w ^ W e e  a l # # r #M m dee  e e r Eeedm|g 
E e te  ae e e rre « # e a d e  ce a  te  dU A e p e r C eW eae f  K m dtem # ( I I )  de
ttuui 1mm n lm *É # * œ  Mw&amwmwmt# mmm eaS é  # #m
IméweWm )wr KMwrtMito trtMrt» $*# makatgot D#####U y W«#d 
( 3 1 ) , fM  M  « s  ly tia é lfr t. »or t — f »  ##$# m ta rn * M # # , hm# â
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u  coaclueiAx, por medio# eeW fetico#, d# qu# W# difaremcia# 
do #Q«eoptiMlidmd de im& plauM, motivmda# por e l contenido 
en mogneeio, ao mon en ningun modo migniBcattvmm, con lo que 
cmrcuerdan peiiectmmeitte nneetro# remultnde#.
b. AbeorciAi de potemio, calcio y magnemio.
La «im ilitud que bemoa indicado en e l comporMmiento entemo 
de la# planta# tambien viene enplicada por le# reaultafb# que 
home# obtenide reapecto a la abaorcidn de magnemio y au in* 
corporaeiAi a lo# tejidoa. La concentracidn de eate elemiqi 
to en e l vegetal eaperimoMa un aacemeo pr^^orcional a au cqg 
tenido en e l medio, pero en una farm a tan diacreta que no 
puede conaiderarae eücaa. Sia embargo, lo que ai ea de deg 
tacar ea la form a ea que ae altera la  abaorcidn de potaaio y 
calcio» aobre todo para c^tcentracionea de 2 % 10*^M m  que 
ae produce un conaiderable aumento de calcio en detrimento 
de la  aaim ilaelA i de potaaio y para 4 x 18*^M de SO^Mg ea 
e l medio ou que ocurre el mimno fen&nmw pero en aentido 
contrario. Eatoa reaultadoa eatan da acuerdo con la  idea 
expreaada por Louatalot et a l (77) de que tante el calcio como 
e l magneaio tienden a tener uaa correlacion œ gativa c w  e l 
nivel de potaaio en e l in terio r del tejido vegetal.
c. Contenido en cwnpneeto# carbenndoe*
Lo# método# eromntografieoe no# indican como e l contenido 
on aoneare# libres de! Wjido vegetal amnonta a l su frir este 
la  infeccion bacteriana, la  excepcien # e  se nos présenta ig  
feront# a la glucosa puede ser deblda a la  acM w  especAca 
que el mag^&esio ejerce sobre ta oaidaciAi y acumulaclAi de 
este asucar a nivel celular, segâa vm reciente trabajo rea% 
sado por W alker y Durham (138). Asim ism o, hemos Mtteaido 
un ligero aumento de sustancias reductoras en rasàa directa 
al incremento de magnesio en e l medio. Sin embargo, e l ceg 
tenido en dichas sustancias eiq^rim enta un notable descense 
cuando se realisan los analisis correspondieates a p a rtir de 
tejidos enfermes, si bien queda un poco atenuado para allas 
conceatraciones de magnesio en e l medio. Inman (55)tam« 
bien en gantas de judfa, pero ataeadas por bongos, lle g f a 
resultados sexnejantes a los que acabamos de exponer. Asf, 
podemos decir que m ientras la  concentracion de amucares % 
bres aumenta con la infecciA i bacteriana, las sustancias re * 
ductoras disminuyen paralelam osie al incremento de dicba 
infecciAs.
En cuanto al métabolisme de sustancias pecticas no se puede 
decir que la concentraciAa de magnesio inBuya en ferm a sigi^ 
ficativa ya que lo mismo en tejidos saws que en enfermes, e l
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nivel de eete# compuestos se mantiene practieamente constag 
te , con Ugerfiim as variacionee en %dantae infectadae, inde -  
pendieotemente del contenido ea magnesio del medio. La nq| 
ca alteracioo que se produce en estas sastancias es la  notable 
dismittuciAi que esperimenlaa como ceasecaencia de la inlec* 
clAs prodacida por fU r ftm fff - W cual es cwsecn%
cia logica ai actuar sobre eUas las enstmas pfcticas que se •  
creta esta bacteria, hecbo que ba sido estudiado por Starr y  
Chatterjee (119). Sin mnbargo Corden (26) ba indicado que 
la  bidrolisis de sustancias pecticas es estimulada por e l mag 
nesio, le  que no podemos adm itir en nuestro case, segun los 
resultadtn obtenidos.
d. Contenido en compuestos nitrogmsados.
Los resultados que hemos obtenide tmdo en lo  referents a ceg 
tenido en nitrogeno lib re como de sustancias proteicas en plag 
tas sanas, sefialan q^e el nivel que alcanaan estas en los tejidos 
del vegetal ao se ve en ninguna form a inÛuido por las d ifer%  
tes cw centraciw es de magnesio en el medio, ya qpe a pesar 
de ellas, se mantienen practicam w te constantes en la  planta.
Cuando Pbaseolus vulgaris se ve afectada por M ataque de
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o a to ro r»  m pr«4ttc« m  mvmWe ra
#1 nivel proteico respecte & 1*  plante eana, eln que tampoco 
le afscte para aada la cantidad de magnesio en el medio. 
Asim ismo, tambien expérimenta un poquefto ascenso e l ccg 
tenido en nitrogeno lib re , si Men w  distinta ferm a para las 
distintas molaridadss de magnesio sin que se pueda encontrar 
una ranAi ifg ica que lo exqplique, aunqne, muy probablemente, 
este edscto este relacionado con e l metabelismo de aminolq^ 
dos en e l eual bemos podido eomprobar que e l magnesio s f 
actua ampliamente. A sf tenemos que en ferm a sim ilar a las 
experiencias de Mulder y #sbema (86) en patata, la deUcisg 
cia de magnesio Ueva consigo um aumento de treonina, alanina, 
leucina, isoleucina y lenilalaniaa, m ientras que les demas 
aminoacidos disminuyen. Es curioso observar como en estas 
mismas plantas doBcientes, a l ser infsctadas por la  bacteria, 
se produce un aumento gênerai en e l contenido de aminoacidos 
m ientras que i^ ra  las cencentraciones restantes de este elg  
mente, dicho contenido disminuye en los tt^idos enWrmos 
respecte a los sanos. Estas difsrencias pueden tener una 
Clara m ^licaciA i si hacemos referencia a las distintas y r a || 
das interconversiones aminoacidos*proteinas a que da lugar
la  inleccion xnicroMana ««gmi ha tefialaâe U ritaal (134).
£ •  de w ta r que e l nivel general de amlneaclde# m ia baje 
ee da para la cenceniracion de SO^Mg en el medio de 
4 X 10*^M, lo cual podràt indicarnoe la  molaridad SpAtmo 
de eate elmnento en lo que ae reBere a eu acel&i aobre el 
metaboliamo de atninofeidot ya que aegun Webster (144)# el 
magnesio interviens en la m oviliaaeiAi de aminoacidos y, 
por tanto, en su ineorporaeiAi a la  sâdesis de proteinas.
La aparieion esporadica de proUna en alguna de las muestras 
no creemos que sea signifieativa, sine que mi» i^ robablemeate 
sera debida a la interconversion metabolica qp*e se da circu%  
tancialmente entre dicho aminoaciW y e l acide ^utam ice, cg 
mo han demostrado Johnson y Strecker (62).
Como resumea diremos que la acclAx dsl magnesio sobre el 
nitrogeno y sus compuestos, proteinas y am inoscidos, solo 
se m anifiesta , y en forma muy variada# sobre estes ûtim os, 
sin que se le pueda atribu ir ningun papel directe m  la  resIstqR 
cia de la  fdaMa*
e. Preaencia de snsimas pdcticas.
En plantas sanas no se ha encontrado e l mi» love iadicio de
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la  anmima PC, m ieatraa qua ê( e# han encontrado anqqn# a en 
nivel rodncido, cantidadea crecientea de PATS Y PTE en o r* 
den al aumento de la concentraciAe de iAa magnesio en e l medio.
En les tejidos enfermes la actividad PO Uega a alcannar un 
38% aproKimadamente para el valor manimo de magnesio 
(15 X 10*^M) ya que experiments un aumento progresivo a l 
de este elemexdo en e l medio, pero en form a muy atexxoada, 
por lo que no parece que este cattân influya directamente sg 
Ure esta enaima y, par lo tanto, tampoco intervendra oBcag 
mente en la reduccion de la  m aceraciAt de los tejidos en form a 
parecida a lo o^resado por Bateman y Lumsden (18) ya que 
parece ser que PO es la prim era respensable de este proceso.
Sa cuanto a las enmimas PATE y PTE podemos decir que a l 
igual que en las i^ Untas sanas, ambas preaentan un compor%  
miento muy sim ilar en tejidos enferm es, alcannando les m A^ 
mes valor es en los estadios mAdmo y mùdme de concentra •  
ciAs de magnesio (15 x 18*^M y O) m ientras que para valores 
intermedios de este elemento en e l medio, la s  enmimas 
transellm inativas se podrfa decir que sufren c te rta  InhiW ciAt.
Esto* resultados se corresponden con los dbtenâdos por 
M illa r (81) sobre la producciAi de PATE por Fusarium  
sp. eu alfalfa y tambien con cierta parte de les preseMados 
por Edstromt y PhafC (36) en e l case de la  PTE secretada 
por Aspergillus W secaesus.
No podemos olvidar aq ^  que estes resultados no eoiaciden , 
sia embargo, con los obtenidos **in vitro" ya que para conceg 
tracioaes en el medio de un 4 a un 6%, e l magnesio produce 
uaa inhibiclAa total de las très enmimas estudiadas. Lo que 
otra vos Ueva a penser en la proteccien y aporte de mutrieates 
que la  bacteria encuentra en e l medio vegetal y la  complsjidad 
de las reacciones metabolicas que se producen*
Segim lo que acabamos de mKponer, podemoe decir que de 
acuerdo con la idea de que el magnesio participa activamente 
sobre la  oceim  de difsrentes enslmas, como puWe ser e l cg 
so seftalado t^ ÿ Cheng et a l. (28) para la  lesfatasa akaliaa  
de Pseudomonas aeruginosa, su W ervenclAa se manlBeeta 
en igual forma sobre las enslmas pecticas que hemos estudfg 
do ea este trabajo, si bien, dicba accion ne Uega a alcannar 
la importancia que se atribuye a la  desarrWlada por otros
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cationts, por lo quo tampoco |»>domof aBrm ar quo Juoguo 
ua papal docisivo rospocto al W aarroUo do la oaformodad 
caaaada por #1 ataquc da la  bacteria Btooategema 
«tiW tm M a, «a plantas d* JndU, y a l^ s .
V . CONSlDSRACiONES
V .  CONSU>£RACION£S
En los tr «8 estudios quo hemoi dostirroUmdo #e ha pretendido 
conocer la  importancia qua puadaxi Uaga? a toiiar an al xnaca« 
niamo iolactivo tras alamantoa fondamanlalas da la  n u trie i^  
vagatal: Potaaio, caleio y magaasio.
A la viata da cuanto acabamoa da axpanay# caba panaar qua» 
indadablama^a# al tlpo da nutricidn vagatal qpaa puada cwa%  
tttir tin lactor daciaivo an la ralaci&a lmaapad*par£aitaf ai bian 
al maaaniamo qua dacida au accloa admita diatintaa varlablaa.
£n al eaao dal anaayo afactuado can KO jK aa ha viata la  ralg  
ci6 a diracta qua exista antra la  cancantraciw  da pataaio an al
medio y el abeorbido por la planta# lo quo# a an vea# va 
acompallado da un ligaro aumanto an ptataina# incramanta 
notable an auatanciaa radnetoraa y aaUvidad anaim ltlea may 
regular* En aatas condiclaoaa aola anlavman laa plantaa 
qua diaponan da laa caalldadaa maa bajaa da KO|K# la qua 
aa puada Juatlficar no aala par la  aaalaa lahibidara da aata 
compuaata aobra al patagana» alna adwnaa par a l aumanta 
qua candiciana an campuaataa earbaaadaa q^a aabamaa ajajg 
can aobra cultivas in vitro da E . caratavara una accian da 
rapraaion cataboUca muy acuaada.
En la axpariancia a diatinloa nivalaa da Ca aa observa
tambian una ralacion muy diracta antra al caleia axlatanta an 
al madia y al abaorbldo par la  planta# acampaftada da un Ugg 
ro daacanaa an al contanida an pataaio# la  qua haca qua quada 
pastergada la intarvancion da aata alamanta par conaidarar 
da mayor intarac laa altoa valaraa an calcia. En aataa can^  
cianaa# la  aâitaaia p r^ ic a  an al vagatal aa maa alia qua an 
al caao dal pataaio y al contanida an campuaataa carbaoadaa 
aa mantiana dantro da valaraa muy unitbrmaa. En aataa cqg 
didanaa podamoa daducir qua la  raaiatancia a E ru d ^  carg^? 
vara qua coincida con loa altoa nivalaa 4ê calcia# no puada 
atribuiraa a la praaancia da bldrataa éê caibana# al no varlar
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•ign ificativam ai^  au prop#rci6 &# dabUnUb aclar maa Warn 
vittcttlado a loa altoa valaraa an oaloio# no aola Inhiban 
la  acüvtdad da la ansima FQ» aino qua a graadaa oawcwta^ 
cionaa lo baoan tambian an laa annlmaa tra na^ lm lnatlVaa# 
a laa qua aola lavoraca a doaia mnobo m la bajaa.
£n cuanto a laa augaranciaa qua noa proporclona la  axparlan 
cia cwa magnaaio# comanaarasnoa dlclando qua au ccmtanldo 
an a l tqjido vagatal# aiampra an baja propordoa# aa Indapag 
dlanta da la  riqiiaaa an a l aualo y au inlarvaacim i an la  moq| 
Uaacldn da otroa alamantoa puada conaidarar aa Ina^datanta. 
Sin dttda# aataa idantaa aon laa $a maa intmaaa a&taaia pro* 
taica# antra laa qua bamoa aatudlado# y tambian au contani -  
do an hidratoa da carbono alcanna valoraa alavadoa* Paaa 
a alio# bamoa viato cemo anfarmaban todaa laa plantaa dag
puaa da inoculadaa con SaMàMMSÈmSÊ^ ^  
obtanidoa da loa analiaia vagatalaa y da an actlvidad anaimg 
tica noa bayan ravalado ningun datalla aapocÛleo quo juati%  
qua aata raapuaata.
Anta tala# circunatanciaa# noa atravamo# a augarir una intag 
prataciw  qua con todaa aua raaarvaa# craamoa puada aar
conArmada diiposüando d# algunoa medio# y laciUdadi^ do 
lO0 quo carocomo# en este momonto* So trata é t roalaar 
la importancia que tien# #& la  patogoneaie da la  bacteria 
au# altaracionaa matabolicaa que coadocan a ona m orW ogfa 
anormal de tilpo globoid# mny alajada# por lo  tanto# de la  log 
ma coco*bacilar que aa Wpica de E* c^rjp^ovoyit * En ouaa * 
Ira#  aacperianciaa aataa lorm aa anormal## ban pardldo au cg 
pacidad para sintatiaar anaimaa pactolAicaa y ai aémitimoa 
que a la a&teaia de aataa wmaimaa aa tf vineulada la capacidad 
de pro lilaraci& i bactariaaa en al buaapad# bwnoa de auponer 
que la  induecion à» talea lorm aa anormale# inducida# por 
eoncentracionea altaa de potaaio y caldo» puada conatituir 
uno de loa medioa de dafenaa del buaapad Iront# al ataqua de 
la  bacteria.
Abora bien# eiendo al magnaaio al alamanto que, paaa a aar 
iacorporado en altaa eoncetdracionaa en a l madio donda erg
m, tm m er{alog& ni docld. U  .p .^  
ci&k de lormaa globoidea anormale## no puada en conaacuan* 
cia diaponer de aata inatmmanto é» dalanaa que podr& Uagar 
a aar un déterminant# valioao an au reacciw  de proWcci&n
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Irente a l ataque de la bacteria.
En b»doe niteeiroe eomenlarloa noa hemoa cnidaéo muy bien de 
no dar prioridad a ninguna de laa interpretacionea ^ le  eon pnql 
blea para JuatUlear loa reanUadea de la  reacdon kn#aped*j^rg 
aito. La canaa eetriba en que e l anatrato que a# proporciona a 
la  bacteria E . can^evora ea un te r viviente «m el qoe lo# ca% 
bioa que ae van ancediendo ne permiten» en la mayor parte de 
loa caaoa» vincniar obaervacionea éetem inadaa a datoe conctg 
toa ante la  variabilidad de loa miamoa y tua in terrdacionea.
No obatante# creemoa haber preaentado date# anUcientea para 
abogar en lavor de la  idea que aaidra a conaegnir ona pradeccion 
del vegetal (rente a algvmoa agentea microbianoa# pr^porcionag 
dole mediante loa lertilisantea adecoadoa# ona n o tric iw  equili* 
brada que le perm ita deaencadenar la  reacciw  de delenaa maa 
cimveniente.
V I. CONCLOSKWES
Vî - CONCLÜSIC^ eSS 
**#**»#**####*#**######
19." Se ha confirm ai» la idea que atriboye on papel prim eg 
dial a la# caracterfelica# qaânicaa del tqjide vegetal 
en la propagael&i de enfermedadee bacterianae.
2 9 .. Le# tree elemeotoe que ee eetudiasit petaale# ealeie y 
mag&eeio# cmne variante# en la  sutrieiea vegetal# pug 
den dar lugar a una eerie de medi^caeione# en le# cempg 
nentee vegetale# que preporcieaan una variedad de ha% 
tal# bielegieee a la  bacteria fitepatogena que eetudiame#.
39. " Esta# medifieaciene# cviectaa al centenide en hidrate#
de carbone en la j^aala# cou eecilacicnee imtablee provg
.../
cadas por « I potaaio; a la e&toaia protoioa quo aloag 
aa loa valoroa maa altoa an loa madioa da alavado cagg 
tanido an m ag^aio; a aanearaa f  aminoaeidoa libraa; 
aaf oomo a la  produeei&i da anaimaa pacUcaa da acci&i 
diracta m  loa procaaoa da madnracidn y patoganaidad 
vagatal.
4 9 .. La b a c t e r i a • •  tapae de aWetimar 
anaimaa pectol&eaa# indociblea a laa qua hemoa viato 
aata vincnUdo au car&cier Atopatdgeno.
59. # La praaancia on e l medio de enltivo normal para Eynrlaia 
qayotpvora do concaadracionea elevadaa de KO^K# d 
(N 0 j } 2Ca d diaminuyen notablemente au prodsgg
cion celulaf y au a&teaia em^mdtdea# a la vee qua loa 
do# prixneroa compoeatoa decidtm la  aparicidn da fo r* 
mas aaormalea, con aapecto Alamentoao y globoide 
qua an nada recuerdan al coco-bacilo original.
6 9 .. Plantaa de qoo diaponan on au
medio de eoncentracionea elevadaa de potaaio y ealcio 
aon eapaeea de re a ia tir a l ataqpe de la bacteria ynr^pia 
^arotpvpya taato que laa eoncentracionea analogaa 
de magneaio no ^cid en  ninguna accidn protectora.
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7 9 .. La reaiatencia qua a# oiraca an al caao dal potaaio aa 
ha pratandido intarpratat ralacionando la  lmtarvm»cldn 
da aata alamanto em  a l cmdanldo an auatanciaa carbong 
daa an al tajido vagatal# adwnaa é$ la  accidn diracta da 
InWbicidR qua ajarea a l potaaio aobra la  bacteria caaro 
tpyoi^. Sabemoa qua aata bacteria aalm ila rapidamexde 
tea cwnp%wetea da carbono pare tamWen qua eatea cmnpueg 
tea a elevadaa eoncentracionea originan tma repteai& i ca# 
tabdlica aobra laa mwimaa peeticaa aintetiaadaa por la  
bacteria. La coajw&cidn do ambaa accionea puede ju atig  
car tea reaultadoa obtenidoa.
89. # La accidn del ealdo on la  relacidn hueaped-pardaite eatd 
aaimiamo vincul&da a la doaia en qua actua pueate quo ai 
bien ee cierto que eatim ula la  accidn do laa anaimaa 
tranaelim inativaa# cuando an doaia ea eameaiva# ocaatena 
por e l contrario «ma clara inhibicidn de laa miamaa# lo 
que aln duda ha da in te rte rir an el proceao de degradacien 
(tel tejido vegetal. Eata accidn# Jimte a la  ejerdda dlree* 
tamente aobra P'w te ju a tlllca r la  dg
lenaa qpe aparece an e l vegetal cuando ae deaarrolla en 
medioa con abtmdante calcio.
99. -  En laa axparianciaa qua a# cmaâTm aobra al magnaaio 
no aa dan las eiretsnatanoiaa daacritaa im loa doa pug 
toa anterior##. Ea# por otra parte# #1 olamante ma# 
jo r tolarado por E* oaratovora. incluao a doais mny 
alavadaa# aiaW o atemas ineapaa da indnclr an la bag 
te ria  lorm aa irragniaraa d# aaeaaa o mila pateg^maidad 
como hamoa praaanciado lo  bao#a tea otra# alamantoa 
anaayadoa. Por alte# di^amoa adm iUr la idaa d# qua 
al magnaaio no condiciwa an a l vagatal aatadoa da «g 
aiaiancia Irante a aua poaibiaa pat(g(teo# y# an conqg 
eumnsia# a ate# vagatalaa Uagan a aar laclim ante invg 
didoa por inlaccionaa bacterianas*
1 0 9 , Do cuanto quada anpuaate# laoilm ante aa daapranda qua 
iaa plantas da *nando raeiban una
miama danaidad da inocula da In r tH il # # # # # :#  
puadan anlarm ar y aar totelm m te daatmidaa# puadan 
tambian daaarroUaraa ate m oatrar laaion alguaa y 
dan# igualmante# d ro car raapuaatea interm adaa antra 
laa doa apuntadaa.
119. # $1 tenamoa m  euanta qua aataa plantaa# partanaciantea
.../
a una misma variadad# #a ban dasafroUado an ida«H 
ca# candiclwa# da tamparatara# bumadad# a iraac i&  
y tea# ban alcanaado la  miama adad# y ban cracldo 
an un onico madin an a l ^ a  ante imponamoa una va* 
rianta# no as arriasgada supcmar qua #cba variante 
puada ear raapwaabi# da una aaria da eondiciaoamiag 
te# qua dacidan laa dlvarea# raapuaatea abaarvada# 
(rente a una miama W accian.
129," Dal conociniianto da un micraorganiama Ütepatagano 
y da laa condicianaa m  qua craca au paaibla buaapad# 
puada liagar a in teriraa la  raaccinn qua aa va a p ra ^  
c lr an a l marnante an qua aateWaacan conteste.
139. * Graanios puede adm itiraa la  poaibUidad da convertir 
al poaible buaapad# madlaate la  adlci& i da daterming 
doa nutrimsla# nl aualo# an un madio daa(kvorabla al 
dasarroilo del mieroorganiamo# qua al no podar avo% 
cionar daW r^o da loa tajido# vagatalaa# no llaga a maq| 
faater au carfc ter patogano* con lo qua la  j^ Uuate quada 
protegida da la  aniarmadad.
.../
vu. RESUMEN
v u  # RESUMSN
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La idaa baeica da pateganaidmd aupana qua a l parasita ba da 
p ra lila ra r a axpanaat dal tajida vagatal an a l qpa #a loeaUaa#
al cual a au vas aufra altasmciteiaa qua dan iagat a la aparicion 
da s&lomaa axtamaa ravaladaraa da la anfarmadad# an cuyo 
caao ## puada d aa ig ^r al miercHKtganiamo canaanta cmna pa^  
gano. En cansacuancia# ai a l pat^aita no avoluclooa bay qua 
concluir qua aa avirulanto» qua a l buaapad aa raalatanta# o 
qua eancurran amWa cifcunataneiaa«
En a l presante trabajo bamoa q u a rt#  aatudiar loa lactoraa
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mienmaat# su# tejidos y ## compmcba si « I p&togsno, Erw iaia  
cagfloyprs* «s cspas d# inv«4lrlo«» o por ol contrario» la  pisg 
ta s# m uortra rosistm te.
La# prim eras obaorvacionoa eontradas en la bacteria E . cayotpvqfa 
conûrxnan quo los slomontos quo homo# dostacado intervioaon on 
su motabolismo» dando lagar a manifostecioiios muy concrotas on 
cada caso. Todos silos puodon in te rte rir no solo on ol Uompe do 
gsnoracion do la  bacteria siao tambion on su capacidad do s&tesis 
onsimatica y» a voeos» on su aspocto m orW ogico.
Los cambios quo aparocon on su mortelogfa o<m muy doAniéos y 
transform an ol aspocto coco*bacilar on formas filamontosas y glq 
boidos» algunas do oUas con aparloncia do parodos vacfao y huocas» 
quo son inducida# por N ^ K  on concontracionos do 4 a 4» 6% y do 
(K O j)2Ca do I» 29 a I» 7%. En contraste con estas obsorvacionos» 
la  bacteria conserva su form a poctdiar on prosoncia do SO^Mg» 
incluso cuando su concontracioa alcanco valoros hasta do 10%.
Do gran signiflcaci& i son las alloracim ios qw  llogan a provocar 
los ccmpuostoo a los que nos ostamoo r^Rriondo» sobre la s6 %  
sis do m&aimas poctoifticas» ya que estes oanimas tionon un papol 
relevante on la im planteci&i do la  ottermodad vegetal. En general#
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poste ten ir## qo# la snsizna PG ## casi tôtalmanta atm late por 
i% te  (NO^jgCa y 3% te  NO^K o SO^Mg» al igual qo# eeorra cm  
PATE para concontracioa## te  3% SO^Mg y l»3 te  (NO^)^Ca# 
miontra# qoo #1 NO^K apmaao aloeta a oota #m ima a la# loU im ai 
concomtraciono# ooW adao. Por otra porto# croomoo intoroooR 
to «ollalar quo ol HO^K o# ol âaico te  lo i compononloo probates 
capaa te  iah ib ir o ostinm lar la s&tosis te  la onalma P T£ por 
g . cai^^vora sognn actoo a concontracionos inlorioros o snpg 
rioros a 3# 5% rospoctivamoteo. E l otecto sobro esta onaima 
por part# te  los otros olomnatos quo ostudiamos os te  caractor 
iahibidor.
En cuanto a la influoncia qio los compuostos a quo nos ostamoo 
ro firion te ojorcon on ol tesarroUo te  plantas te  judia# homos 
te  signiAcar quo las concmstracionos omploadas no ocasionan 
on los caso# te  potaaio y magnosio ninguna a llo f ac iât signiAcyi 
tiva on ol aspocto ortemo# on tanto q ^  ol calcio produce una 
lim itacl& i on ol tesarrcdlo te  la  planta por oncima te  # % IO*^M  
do (NO )^g^Ca quo tambimi so observa on ol modio caroncial.
Indopondâoatomonto te  le  qw  revois ol aspects extemo te l vegg 
tal# no bay duda te  que su motabolismo o j^ rim en ta  cambios 
notablos que puodon docidir su comportamioido cuante se inocg
.../
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to oxtomo tom ojaite» las fdantas quo eroo^m coa camidados 
distlatas do poiasio# onlorman solam W o cuando la  concm%tracl6 i
do HO K on ol modio os in ferio r a 0 x IO*^M . Sn ol caso do
3
SO^Mg la ofKformodad so oxAondo por igual on todas, con in%  
pondoncia do sus disponibilidados do magnosio. Y on cuanto a 
la  prosoncia do calcio tambion so muostran rosistontos a E n ria la  
carotovora. las plantas do Judla quo croeon on modios con co& 
contracionos olovadas do con indopondoncia del
dosarroUo alcanaado.
Ho os solamonte la prosoncia do cada uno do los olomoatos quo 
ostudiamos id factor rosponsaWo para quo aparoaca o no una 
onfbrmodad vegetal# puosto quo oxfston adomas otros condiciq 
nantos quo eoadyuvan do manora especial m  las roUcionos huojt 
pod«parasito« Con e l An do cenocor los cambios quo im pliea 
on la A s i^ g fii del vegetal su habitat# on el quo so encuontran 
loo olomontos quo considoramos# homos practicado una sorie 
do anaUsIs para quo nos W iquon los principales componontos 
quânicos do las plantas y poder aof establecer conclusionos mas 
précisas.
.../
Homos do indlcor» on prim er lugar» quo la aoim ilaciâa quo 
oloetua ol vogotal do los olomoatos potasio» caleio y mag%  
sio guards rolacioa dirocta coa su contoaido particular ou ol 
modio» si bioa, la  iaAuoacia do cada uao do oUos ou la absog 
cioa do los domas so doja sontir do form a mas amorUguada,
Por ojomplo» on ol caso do pteasio su aumoato modifies» d%  
tro  do valoros Umitados» la acum ulaclw do calcio y magnosio 
por la  planta. Do igual forma» la  mayor prosoncia on ol modio 
do Ca y Mg inûuyo solo ligoramonto on la  absorciwk do K*Ca 
rospocAvamoato. En conclusion» las modlAcacionos quo pug 
dan oxporimontar las plantas quo swmotomos a los distiatos trg  
tamiontos haa do atribuirso do manora ospocial a dosis do cada 
olomottto ostudiado mas quo a las combinaclonos oatro silos.
Do todos los olomontos onsayados cm ol potasio ol quo monos 
intorviono on la s&tosis do protoinas» ostandolo rosorvada la  
mision principal al m agasin quo docido ol mayor cwtonido prg 
toico on aquoUos vogotalos quo dispwon do cantüados abundan# 
tes do SOgMg. Cwno factor comun a todas las plantas quo erg  
eon on cualquiora do los rogimonos m inorais s quo homos osta* 
blocido» hay que admiUr ol notaWo incromonto quo oxporimonta
.../
tu  contofUte prptoico cuando aulfon ioloeeionos W cterianaa.
Loa amlnoacidoa libres que a# obaervau eu los tejidos vegg 
taies pued# decirss que son los misxxtos» independieutement# 
de sus dispouibilidades minérales» ya que las unieas düersg 
cias sigaiAcaAvas que se puodon aproeiar son principalm sg 
ta de Apo cuaaAtaAvo» # incluso en este aspocto no pue do 
osA&blocorso una rolaeiân précisa entre la prosoncia del 
aminoacido on ol vogotal y ol baWtat on que croco.
Los analisis que so oloctuan on los tojidos infsctados por 
ggwtoU c ro to w ya  m m Iu  un» m ovU lM ciM  d# aminoacido» 
por ol mieroorganiamo sin quo nos soa posiido docidir si las 
altoraeiones obsorvadas sim ol rosultado o la causa del pro* 
cose patologico» puosto que on los dates obtonidos intorviono 
la aportacion del propio patogono que admnfs induce la form g 
eion do nue vas protoinas cmno roacci&s do dolonsa por parte 
del huesped*
Croomos que os intorosanto e l com«stario sobre las sustag 
cias carbcmadas que homes analisado on los dlstintos vego% 
les» ya que indudablemonte roAojan una infiuoneia dsl habitat 
en que la  planta crece. Asf» los valoros mas altos corros* 
pondon a la  eacperiencia en la que abunda ol magnosio y so
.../
mantlo&en bastantos constant## on indopondloncia do la dosis dig 
pW blo te  osto olomoato. Dontro te  nivolos inforioros» ocurro 
algo somojanto para ol Ca# m ioatras quo os ol K ol olomonto cuya 
coxmontraciw on ol modio osta mas oinculada con la s&tosis do 
ostos eomfmostos por la plasda# oxisAondo nn valor ontro 4 y 8 
X 10*3 M do KO^K para ol quo so prodnco un incromonto notable 
on los tojidos vogotalos do ostos compuostos# siondo do testacar 
quo os proeisamonto on osta aona do alto contonldo dondo so in4|  
ca ol dintol do rosistoncla a la infbccl&s bactoriaaa quo provoca* 
mos.
£n cualquior caso# puote acoptarso quo como coasocuoncia do 
U  pMpkgACtM d# «OTTiato o ro to w r»  *a  la * pUiiUs d . JudU 
inoculadas so produce una dismlnuclAs notable do sus compuostos 
carbonados y obsorvando los aaucaros libres so ha visto por erg 
matograAa la rapida tesapariciw i do laetosa# sacarosa# galaeig 
sa# glucosa# lovulosa y idlosa.
£n cuanto a las sustancias pocAcas so ha probate quo su concog 
traci& i on los tojidos te  plantas sanas aponas oiqMirimonta varig  
cioaos on rolaci&a con la prosoncia te  SO^Mg y NOjK# miontras 
quo ol (HOjJ^Ca tetorm ina una disminucion on estas sustancias 
a modida quo ol calcio va incromontanteso on ol modio do eulAvo 
do la planta. Croomos signilicaAvo quo una vox inoculadas estas
.../
Ifdante» c m  g in itoU  cayotcvor» «u eontoulde ra  pccWe» ttradc 
a dlsm iiiuir on la  oxporioneia corroopondlonto a magnooio» on 
taato qoo on ol caoo do calcio y potaaio oo proowta un ineromag 
to on ooto# compuooto# pocticoo que no# haco tolacionar ou intog 
vonci&i c<m la rooiotoncia vogotal quo homoo oboorvado front# a 
1» InfM cl& t pravoccd» pot E . aMrotororm.
Part# principal on ooto ootudio oo la  proooncia do onoima# poeH 
ca» on ol vogotal# gracia# a la# cualo» puodo ooguir #u ovolucion 
normal y Uogar a la  (aoo optima do maduracion. E l Apo do o# « 
ta# onaimao# a of como ou mayor o manor acAvidad ootan vincu%p 
da# a loa dioAnto» ootado# do dooarroUo qpo ordonadamonto oo 
van oucodiottdo on la Aaiologfa vogotal. En la  faoo do proAora* 
cion# quo o» la conoidorada# no aparoco on loa tojidoo vogotaloo 
la onaima poligalacturonaoa# tanto on la  oaporioncia quo roalimg 
moo con NO^K, como on loa onoayoo con (NO^)^Ca y SO^Mg, En 
contraoto# cuando o#ta# miomao planta# onforman# la acAvidad 
do PG alcanna valoroo olovadoo# tanto on loa ootudio# con NO3K 
como CW& SO^Mg# a la vos quo ooto# altos valoros boj&n oxtraor^  
nariamonto cuando la  prosoncia do (NO jJjCa oxcodo cm&contracig 
nos do 2 % 19*3^^ quo sin duda viono a conArmar la acci6 % 
inbibidora atribuida al calcio sobro la  acAvidad do osta onaima,
.../
Rospocto a laa onmlmaa traaaoUminativas» caba aadalar qua 
pectato^tranaalimifiaaa aparaca an el tajido aano da laa plqp 
taa some Ada a a todos loa tratam ianto amaayadoa, ai bien oa al 
caao dal tratam iaoto com HO^K au acAvidad no var&  coa la  
coacaotraciw  da potaaio aa a l madio; aa al tratam iaato coa 
SO^Mg guarda rcU dm  diracta con la coacaatraci6 & da magaaaio 
y aa al caao dal tratomianto coa (^^3^)gGa la  acAvidad dacraca 
{»ra  laa coacaatracioaaa axtramaa y aa m la alta para el valor 
madio da 4 X 10*3^  da sal calcica, Una va# inlactadoa aataa 
miamo vagatalaa# la  aaaima PATE ta  maaAaaa pracAcamanta 
an el miamo valor an todaa laa plantaa aomaAdaa a tratam ianto 
con HO^K# por lo qua hamoa da aupoaar qua an aata axperian* 
cia la dagradacioo dal Icido pacAco qua a# produca# aata vig 
culada aimultanaamaata a FATE y an mayor proporcion a PG# 
a lo qua coadyuva al pH dal tajido enferm a. En a l caao da 
(NO )^g^Ca la principal accim  dagradaAva da lo a  acidoa pacAcoa 
an la  planta enferma aata vineulada a la enmima PATE# qua al 
coiArario da lo  qua indicamoa an a l caao da PG# aa acAvdda 
por la praaancia da ionaa calcico# an al madio.
Finalmanta# la daatrucci&a da lo# acidoa pacAco# an lo t tajido# 
da aquallaa plantaa qua diaponan da difaraiAaa concantracionas
.../
de SO^Mg y han sido atacadoe pot
electoaria por aeeioa eoajuiita de laa anaimaa FG y PATE# 
ai bian aata ultim a paraca iatarvandr&  con maa intanaidad an 
loa caaoa de coacantracionaa mladma y minim a da SO^Mg.
La otra onaima tranaalim inaAva pectln*traaaalim inaaa# no p o ^  
moa alirm ar ai actua aobra laa pactinaa antaa o daapnaa da in i* 
ciaraa la  actlvidad da laa raatantaa anaimaa# y de acuardo a 
nuaatroa raaultadoa paraca aar qua au maa aÜcas intarvancion 
aa produce an a l axparimanto pracAcado con (NO^J^Ca.
Cemo raaultado Anal bamoa da dacir qua aparté da otroa factg 
raa intrfnsacoa a loa qua abora oo noa rafarimoa# aadata una 
aaria da cowAcionanta» aata moa con loa que aa poaibla ralacig  
nar al ca rlc ta r da raaiatancia o auaeapAbilidad que maniAaatan 
U» p lM te* <i» w l» > U  L . ) ewado rM ib«a on»
m i.m * d«aaid»d é» iaocalo da E tw iaia c a in to w » .
A la viata da todoa aatoa raaultadoa hmnoa Uagado a augarir dig 
tinta# idaa# que podrfan iatarpratm r algono da loa macaniamoa 
da patoganaidad da la bacteria y conaagnir madioa de dafenaa gp 
ra au buaapad.
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